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Izvleček
V tem delu smo razvili metodo opazovanja in analize lipidnih ovojev okrog nano-
delcev z elektronsko paramagnetno resonanco (EPR). Uporabili smo jo za analizo
lipidnih ovojev okrog nanocevk titanovega dioksida in ogljikovih nanocevk. Metoda
terja označevanje lipidnih ovojev z molekulami spinskih označevalcev, ki omogočajo
zajem spektrov EPR. Uporabili smo šest različnih molekul spinskih označevalcev in
vrednotili njihovo primernost za opazovanje lipidnih ovojev. Z računalniško ana-
lizo spektrov smo določili gibalne vzorce lipidov v preučevanih vzorcih in stopnjo
ureditve lipidnih molekul na stiku med nanodelci in lipidnim dvoslojem. Komple-
ksne rezultate računalniške obdelave spektrov smo medsebojno primerjali s pomočjo
konformacijske entropije, ki jih prevede v eno samo fizikalno količino.
Opazili smo, da je uspešnost zaznave urejanja lipidnih molekul ob nanomaterialu
odvisna od vrste površine in kemijske strukture označevalcev. Eksperimenti so po-
kazali, da urejanje ob hidrofilni površini nanocevk titanovega dioksida zaznamo le z
označevalcem GluSL Stearate, katerega kemijska struktura omogoča zadostno mole-
kularno bližino med označevalskimi molekulami in površino nanomateriala. Ureja-
nje lipidnih molekul ob hidrofobni površini ogljikovih nanocevk smo opazili z vsemi
uporabljenimi označevalci. Izkazalo se je, da je v tem primeru stopnja zaznane ure-
ditve odvisna od položaja nitroksidnega obroča na molekulah označevalca, velikost
označevalskih molekul in drugih funkcionalnih skupin na označevalcih.
Zaradi vse širše uporabe nanomaterialov v vsakdanjem življenju ti prihajajo v
stik z živimi organizmi. Njihovi vplivi na okolje in zdravje so večinoma neznani
ali pa slabo razumljeni. Povezava med lastnostmi nanodelcev in njihovo škodljivo-
stjo ni dobro znana, saj ne poznamo vseh mehanizmov, ki do škodljivosti privedejo.
Ker je ovijanje lipidnih dvoslojev okoli nanodelcev eden izmed pojavov, ki jih lahko
opazimo na stiku med nanodelci in biološkimi membranami, bi lahko njegovo ra-
zumevanje vodilo k boljši napovedljivosti toksičnosti nanomaterialov. Z rezultati v
tem magistrskem delu smo pokazali, da je spektroskopija EPR primerno orodje za
analizo lipidnih ovojev okrog nanodelcev. Uporabljena metoda bi zato lahko postala
eden izmed pripomočkov pri določevanju škodljivosti nanomaterialov.
Ključne besede: EPR, nanodelci, lipidne membrane, lipidni ovoji, spinski označe-
valci, konformacijska entropija
PACS: 81.07.De, 87.14.Cc, 87.16.dr, 87.80.Lg

Abstract
Herein we developed a method for observation and analysis of lipid wrapping around
nanoparticles with electron paramagnetic resonance (EPR). It was used for analysis
of lipid wrapping around titanium dioxide and carbon nanotubes. For acquisition of
EPR spectra, this method requires labeling of lipid wraps with spin-labeling molecu-
les. We used six different spin-labeling molecules and determined their usefulness for
lipid wrapping observation. With computational analysis of the spectra, we deter-
mined motional patterns of lipids in the samples and strength of molecular ordering
at the interface between nanoparticles and lipid bilayers. We used conformational
entropy to compare complex results of computational analysis of the spectra.
We found out that success of detection of lipid ordering on nanomaterial surface
is determined by surface type and chemical structure of spin labels. In case of
hydrophilic surface of titanium dioxide nanotubes, lipid ordering was only observed
for spin label GluSL Stearate. Molecular proximity between nanomaterial and spin
labels for this labeling molecule is enabled by the molecule’s chemical structure. In
case of hydrophobic surface of carbon nanotubes, all of the spin labels used in the
experiments observed lipid ordering. The degree of detected ordering was found out
to be dependent on position of nitroxide group, size of spin-labeled molecules and
other functional groups attached to the spin labels.
Increasing use of nanomaterials in everyday life has led to increased exposure
of living organisms to nanoparticles. Their effects on environment and health is
mostly unknown or poorly understood. Relationship between properties of nano-
particles and their harmfulness is not well-known since the mechanisms that lead to
harmfulness are not understood. Lipid wrapping around nanoparticles is one of the
phenomena that can be observed at contact between nanoparticles and biological
membranes. Understanding of lipid wrapping could lead to improved predictability
of nanomaterial’s toxicity. Results in this work show that EPR spectroscopy is a su-
itable tool for analysis of lipid wraps around nanoparticles. The developed method
could become a way of determining harmfulness of nanomaterials.
Keywords: EPR, nanoparticles, lipid membranes, lipid wraps, spin labels, confor-
mational entropy
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Seznam pogosto uporabljenih oznak
in kratic
EPR elektronska paramagnetna resonanca
LUV veliki enoplastni mehurčki (angl. large unilamelar vesicles)




MeFASL spinski označevalec na osnovi metilnega estra maščobne kisline
PCSL spinski označevalec na osnovi fosfatidilholina
Sr razmerje med površinama lipidnih slojev in nanomateriala
Nl/Ns razmerje med številom molekul lipidov in spinskih označevalcev
GHOST metoda združevanja rešitev v domene
ϑ0 kot, ki opisuje opletanje same dolge osi molekul
ϕ0 kot, ki opisuje gibanje molekul okoli njihove dolge osi
Ω prosti rotacijski prostor
SΩ konformacijska entropija





Nanomateriali imajo zaradi svojih lastnosti številne primere uporabe, kar je vodilo
v skokovit razvoj na tem področju in povzročilo, da se soočamo s povečano količino
umetno ustvarjenih nanodelcev v okolju. Ljudje smo čedalje bolj izpostavljeni izdel-
kom, ki vsebujejo tovrstne nanomateriale, od raznih prevlek in premazov, kozmetike,
elektronskih naprav pa do medicinskih pripomočkov. Nanodelci iz okolja lahko pro-
drejo v človeško telo in druge organizme prek različnih poti. Zaradi njihove velikosti
se dobro razpršijo po zraku in lahko vstopijo v telo prek dihalnih poti. Vsebujejo
jih mnoge sončne kreme in podobni kozmetični produkti, tako da lahko prodrejo v
krvni obtok preko kože. Ker nanomateriale uporabljajo tudi v prehranski industriji,
obstaja možnost prehoda nanodelcev v telo prek prebavnega sistema [1, 2].
Glede na veliko izpostavljenost nanodelcem v današnjem okolju je zaskrbljujoče,
da so njihovi vplivi na okolje in zdravje večinoma neznani ali pa slabo razumljeni.
Identifikacija nevarnih nanomaterialov je težavna zaradi raznolikih lastnosti nano-
delcev, kot so njihova velikost, oblika, kemijska sestava, površinski naboj in zaradi
kompleksnosti bioloških struktur, ki se razlikujejo po sestavi celičnih membran, vrsti
celic in celičnem okolju [1]. Interakcije med nanodelci in biološkimi sistemi lahko
vodijo do citotoksičnih procesov, ki pa so trenutno slabo napovedljivi. Mnoge razi-
skave se namreč osredotočajo na vplive nanodelcev na organizme, a se ne ukvarjajo
neposredno z mehanizmom toksičnosti. Če želimo določiti, katere lastnosti naredijo
nanomaterial škodljiv, moramo zato razumeti vpliv teh interakcij na pojav ključnih
začetnih dogodkov (npr. razpad celične membrane), ki zatem vodijo do neželenih
učinkov [2].
Eden izmed možnih pristopov k napovedovanju nanotoksikološih odzivov je raču-
nalniško modeliranje, ki temelji na poznavanju molekularnih struktur in dinamike na
stiku med nanodelci in biološkimi strukturami in poveže fizikalne lastnosti nanoma-
teriala s škodljivimi učinki. Tovrstno modeliranje je uspešno le, če znamo zanesljivo
izmeriti te lastnosti z eksperimentom [2].
Nekateri nanodelci v prisotnosti lipidnih molekul v membranah povzročijo tvorbo
t.i. lipidnih ovojev zaradi privlačnih sil med površino nanodelcev in lipidnimi dvo-
sloji [3, 4, 5]. Privlak se razlikuje za različne nanodelce, zato je to lahko ena izmed
omenjenih fizikalnih lastnosti, ki bi pomagala pri določanju škodljivosti nanomate-
riala. Ko lipidi iz membran tvorijo lipidne ovoje, se jim spremenijo gibalni vzorci in
urejenost. Za študijo teh sprememb je primerna eksperimentalna tehnika spektro-
skopija z elektronsko paramagnetno resonanco (EPR). V lipidne membrane in ovoje
je namreč mogoče dodati posebne organske molekule z nesparjenim elektronom (t.i.
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Poglavje 1. Uvod
spinske označevalce), ki posnemajo gibalne vzorce okoliških lipidov. Označevalci po-
skrbijo, da spektrometer EPR lahko posname spekter opazovanega sistema, katerega
oblika pa je odvisna od njihovega gibanja in posredno tudi gibanja lipidov [6, 7].
V tem magistrskem delu smo raziskali uporabnost spektroskopije EPR kot ek-
sperimentalne metode za določitev privlaka med nanodelci in lipidi. Razvili smo
eksperimentalni protokol, ki omogoča ustrezno pripravo lipidnih ovojev za zaje-
manje spektrov EPR. Metodo smo preizkusili na nanocevkah titanovega dioksida
in ogljikovih nanocevkah ob uporabi različnih spinskih označevalcev. Pomerjene
spektre EPR smo računalniško obdelali in dobljene rezultate medsebojno primerjali
s pomočjo konformacijske entropije. Presojali smo primernost posameznih spinskih
označevalcev za analizo lipidnih ovojev glede na njihovo kemijsko zgradbo in upora-
bljene nanodelce. Ugotovili smo, da je pri analizi lipidnih ovojev okrog hidrofilnih
nanocevk titanovega dioksida potrebno izbrati take označevalske molekule, ki ne-
posredno interagirajo s površino nanomateriala. Za analizo lipidnih ovojev okrog
hidrofobnih ogljikovih nanodelcev je dovolj izbrati take spinske označevalce, ki se
razporejajo v lipidne dvosloje. V tem primeru smo ugotovili razlike v izračunani
konformacijski entropiji med označevalskimi molekulami glede na njihovo kemijsko
zgradbo. Rezultati tega magistrskega dela kažejo na to, da je spektroskopija EPR
primerno orodje za analizo lipidnih ovojev okrog nanodelcev, katere uspešnost pa je
odvisna od izbire označevalskih molekul glede na preučevani nanomaterial.
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Poglavje 2
Biološke membrane in njihov stik z
nanodelci
Membrane so najbolj pogoste celične strukture tako v živalskih kot v rastlinskih
celicah. Njihova glavna funkcija je razmejevanje predelov v celici z različnimi okolji
in ločevanje celice od njene zunanjosti. Preko membran se vzpostavljajo stalni
koncentracijski gradienti snovi, ki so potrebni za delovanje celic. Opravljajo razne
funkcije pri velikem delu celičnih procesov, od gibanja celic, transporta molekul
pa do imunoloških procesov in prevajanja električnih signalov. Med seboj se zato
membrane močno razlikujejo po kemijski sestavi in kompleksnosti. Glavni gradniki
vseh so maščobne molekule, organizirane v lipidni dvosloj.
V živih organizmih nanodelci lahko pridejo v stik z biološkimi membranami in
lipidnimi strukturami. Ob stiku prihaja do kompleksnih interakcij, ki so odvisne od
številnih lastnosti nanomateriala, membran in njihovega okolja. Te interakcije lahko
vodijo do različnih pojavov, od nastanka lipidnih ovojev in proteinske korone okrog
nanodelcev, pa do prehodov nanodelcev v notranjost celic. Opiše jih lahko elastična
teorija, ki upošteva nekaj značilnih mehanskih in geometrijskih lastnosti membran
in nanodelcev ter jih poveže z adhezijsko energijo med površinami. Interakcije nano-
bio je mogoče opazovati neposredno z mikroskopskimi tehnikami, obstajajo pa tudi
metode, ki omogočajo njihovo kvantitativno obravnavo prek meritev sil in termodi-
namskih količin.
2.1 Sestava lipidnega dvosloja
Večino molekul v bioloških lipidnih dvoslojih predstavljajo fosfolipidi (slika 2.1).
To so molekule, ki so sestavljene iz polarne glave s fosfatno skupino, na katero sta
vezana dva nepolarna repa. Repa sta maščobni kislini, alkilni ogljikovodikovi verigi,
ki najpogosteje vsebujeta po 16 ali 18 ogljikovih atomov. Ena izmed maščobnih kislin
je običajno nenasičena, kar pomeni, da ima v verigi eno ali več dvojnih vezi [8].
Taka sestava lipidnega dvosloja ni naključna, saj omogoča njegovo stabilnost in
prave lastnosti za delovanje celic. Najpomembnejša lastnost gradnikov je hidrofilnost
glave molekul in hidrofobnost repov. Ta značilnost, imenovana tudi amfifilnost, v
vodi povzroči samourejanje lipidov v tanke dvosloje, debele okoli 4-5 nm, ki lahko
potem naprej tvorijo celične strukture. Tudi ostale molekule, ki sestavljajo lipidne
dvosloje v celicah, so amfifilne. Med njimi velja omeniti glikofosfolipide in steroide,
katerih najbolj znan predstavnik je holesterol. Koncentracija molekul v vodi, ki je
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Slika 2.1: Preprosta shema biološke membrane. Strukture s sivimi okroglimi glavami
in dvema repoma so fosfolipidi. Večje strukture ponazarjajo membranske proteine,
ki se vključujejo v dvosloj. Povzeto po [9].
potrebna za samoureditev v dvosloj, je za lipide zelo majhna (med 10−6 in 10−8 M).
Za to so odgovorne maščobne kisline, ki naredijo dele molekul izrazito hidrofobne [8].
Posledica nenasičenosti nekaterih maščobnih kislin je tekočnost membrane pri
fizioloških temperaturah. Strukture, ki jih tvorijo dvosloji, se tako lažje deformirajo
in prilagodijo okolici. Preko tekočih membran je mogoč transport nekaterih molekul,
hkrati pa lažje vključijo membranske proteine, ki so potrebni za pravilen potek
celičnih procesov. Celice lahko lastnosti svojih membranskih struktur uravnavajo s
spreminjanjem sestave lipidnega dvosloja. Tekočnost membrane se pri bakterijskih
celicah spreminja glede na delež nenasičenih maščobnih kislin, pri živalskih pa z
deležem holesterola v dvosloju [10].
2.2 Gibanje lipidnih molekul v membrani
Lipidni dvosloji pri temperaturah, nižjih od temperature prehoda Tc, tvorijo gelsko
fazo. Za njo je značilno, da se lipidi skladajo v sloja, ki imata veliko rotacijsko in





3cos2 ϑz − 1
)
, (2.1)
kjer je ϑz kot med lokalno normalo membrane in smerjo lipidnih repov. Gibanje
posameznih molekul je upočasnjeno in molekule se uredijo v heksagonalno rešetko
z osnovno razdaljo približno 0,4 nm [11].
Ob povečevanju temperature se zgodi fazni prehod v tekočo fazo (slika 2.2).
Temperatura prehoda je odvisna od sestave membrane, natančneje od vrste po-
larne glave molekul, dolžine nepolarnih repov in njihove nasičenosti. Daljše, kot so
maščobne kisline v repih, višja je temperatura Tc. Obraten efekt ima prisotnost
dvojnih vezi v repih. Lipidi, ki imajo nenasičene maščobne kisline v repih, znižajo
temperaturo prehoda. Ker biološke membrane večinoma vsebujejo fosfolipide z eno
nenasičeno maščobno kislino, so te pri fizioloških temperaturah v tekoči fazi. Pre-
hod membrane iz gelske v tekočo fazo je fazni prehod prvega reda, saj se parameter
urejenosti nezvezno spremeni, hkrati pa se pri njem sprošča utajena toplota.
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2.3. Interakcije med biološkimi membranami
Ob manjši urejenosti molekul in večji povprečni razdalji med njimi (∼ 0,45 nm),
je za tekočo fazo značilna predvsem njihova hitrejša translacijska in rotacijska difu-
zija. Lipidni dvosloj je v tekoči fazi namreč neke vrste 2D tekočina, saj je translacij-
ska difuzija lipidov v posameznem sloju precej hitra. Značilen čas rotacijske difuzije
v tekoči fazi je okoli 10−9 s, kar pomembno določa obliko spektrov EPR lipidnih
membran.
Lipidi lahko prehajajo tudi iz enega v drug sloj. Ta molekulski “flip-flop” se
dogaja na počasnejši časovni skali (10−3 do 104 s) kot dinamika znotraj sloja. Za
primerjavo, v gelski fazi se večina molekularne dinamike v dvosloju odvija z zna-
čilnimi časi, ki so od tekoče fazi počasnejši za približno tri velikostne rede [11]. V
bioloških membranah na urejenost in difuzijo vplivajo tudi druge molekule (na pri-
mer holesterol), ki biofizikalno sliko dodatno zapletejo. Ob pravih koncentracijah
povzročijo pojav koeksistence faz, ko na različnih delih membrane hkrati obstajata
obe fazi. Z regulacijo vsebnosti holesterola celica omogoči delovanje več procesov,





































Slika 2.2: Fazni prehodi lipidnega dvosloja. S prekinjeno črto je označen molekularni
volumen, z neprekinjeno pa toplotna kapaciteta. Gelsko fazo sestavlja več podfaz,
ki so posledica različnega urejanja lipidnih molekul. Največja sprememba v obeh
spremenljivkah se zgodi na prehodu med gelsko in tekočo fazo. Povzeto po [11].
2.3 Interakcije med biološkimi membranami
Interakcije v bioloških sistemih (slika 2.3), ki nastajajo na podlagi samozdruževanja,
so v splošnem zelo zapletene in ne morejo biti opisane preprosto z enim ali dvema
potencialoma. Delijo se na nespecifične in specifične. Ta delitev ni povsem jasna, saj
so iz striktno fizikalnega vidika vse interakcije nespecifične. Kot specifične interakcije
so namreč označene tiste, ki so posledica točno določene kombinacije nespecifičnih
interakcij, na primer interakcije ligand-receptor. Zato bodo v nadaljevanju opisane
le nespecifične interakcije.
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Privlačna Van der Waalsova interakcija je prisotna v vseh bioloških sistemih.
Njena velikost za dve molekuli z medsebojno razdaljo r pada kot 1/r6, zato spada
med interakcije kratkega dosega. Ko se molekule združijo v večje strukture, kot
so dvosloji in vezikli, se odvisnost velikosti interakcije od razdalje sicer spremeni,
a vedno pada vsaj za eno potenco hitreje kot pri interakcijah dolgega dosega. Za-
radi ostalih sil kratkega dosega, ki so za razliko od van der Waalsovih odbojne, se
strukture ponavadi ne približajo zadosti (največ na 1-2 nm), da bi van der Waalsova
interakcija postala dominantna. Hkrati pri večjih razdaljah, posebno v fiziološkem



















Slika 2.3: Skica interakcijskih potencialov med dvema biološkima membranama v
odvisnosti od medsebojne razdalje. V koloidnih sistemih sta običajno prisotni le ena
ali dve izmed zgoraj prikazanih interakcij. Za razliko je za biološke sisteme značilno,
da površine med seboj interagirajo hkrati preko štirih ali več mehanizmov. Povzeto
po [8].
Za elektrostatsko interakcijo je značilno, da je močno odvisna od vrste in kon-
centracije ionov, prisotnih v raztopini, kjer se nahajajo strukture, pH-ja in povr-
šinskega naboja ter je zato lahko tako odbojna kot privlačna. Zaradi nje v okolici
membran nastanejo dvosloji ionov, ki zmanjšajo doseg elektrostatske sile. Teorija
DLVO (Derjaugin-Landau-Vervey-Overbeek ) združuje elektrostatsko in Van der Wa-
alsovo interakcijo in predstavlja eno osnovnih teorij, ki razloži stabilnost koloidov. V
grobem je veljavna tudi za strukure, sestavljene iz amfifilnih molekul. Za natačnejšo
analizo pa je potrebno upoštevati dejavnike, kot je geometrija struktur, delež ionov,
ki disociirajo iz površin in elastičnost dvoslojev.
Pri samozdruževanju molekul v lipidne dvosloje ima vodilno vlogo hidrofobna
interakcija, ki je pomembna tudi pri stiku membran z nanodelci. Interakcija je
posledica zgradbe molekul vode, ki so močno polarne in med seboj tvorijo vodikove
vezi. Vodne molekule se v tekočem agregatnem stanju zato medsebojno uredijo
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tako, da z njihovimi najbližjimi sosedi tvorijo tetraederske strukture. V tekoči fazi
vodikove vezi med molekulami hitro nastajajo in se prekinjajo; v povprečju vsaka
molekula v danem trenutku tvori 3–3,5 vodikove vezi [8].
Močna težnja vodnih molekul k tvorbi vodikovih vezi vpliva na interakcije z
nepolarnimi molekulami, ki jih ne morejo tvoriti. Molekule vode, ki so najbližje
nepolarnim molekulam, se razporedijo na tak način, da žrtvujejo kar najmanj vo-
dikovih vezi s sosednjimi vodnimi molekulami (slika 2.4a). Tako prerazporejanje
je iz entropijskega stališča zelo neugodno, saj poruši obstoječo vodno strukturo in
vzpostavi bolj urejeno razporeditev okolišnjih vodnih molekul. Vzrok za hidrofobno
interakcijo med nepolarnimi površinami je torej entropijski, saj prek nje vodne mo-
lekule minimizirajo entropijske izgube. Hidrofobna interakcija je privlačna, močno
temperaturno odvisna in hkrati močnejša od Van dar Waalsove interakcije [8].
V nasprotju s hidrofobnimi molekulami in površinami se hidrofilne v vodi med
seboj ne združujejo in so rajši v stiku z vodnimi molekulami. Med hidrofilne površine
spadajo tiste, ki imajo površinski naboj, pa tudi take, ki lahko tvorijo vodikove vezi z
vodnimi molekulami. Te lastnosti površine povzročijo, da se nanjo vodne molekule
vežejo močno in usmerjeno (slika 2.4b). V strukturo okolišnjih vodnih molekul
ta vezava uvede dodatno omejitev glede možnih medsebojnih orientacij in hkrati
preprečuje, da bi se dve hidrofilni površini med seboj približali [8]. Združevanje
površin z namenom zmanjšanja entropije sistema je tako onemogočeno.
(a) (b)
Slika 2.4: Na gornjih skicah črne strukture v obliki tetraedra predstavljajo možna
mesta za tvorbo vodikovih vezi posameznih molekul vode. Vodikove vezi lahko tvo-
rijo elektronski pari kisika (označeno z –) in vodikovi atomi (označeno s +). (a) Ob
hidrofobni površini se molekule vode uredijo tako, da lahko tvorijo tri vodikove vezi
z okolišnjimi molekulami. Ker je površina za vodne molekule inertna, se najbližje
molekule vode lahko usmerijo k površini tako z bolj pozitivno nabitim kot z bolj
negativno nabitim delom molekule. (b) Ob hidrofilni površini, ki je negativno na-
bita, se molekule vode orientirajo k površini z bolj pozitivno nabitimi deli. Povzeto
po [8].
2.4 Vplivi na interakcije med nanodelci in biološkimi
membranami
Stik med nanodelci in biološkimi membranami je mogoče razdeliti na tri komponente
z medsebojno vplivajočimi lastnostmi: površine nanodelcev, membrane s lipidnim
dvoslojem in okolišnji medij, v katerem se nahajajo [1, 2].
Posamezne vrste nanodelcev imajo značilne geometrijske, fizikalne in kemijske
lastnosti. Interakcije med nanodelci in biološkimi sistemi so odvisne od njihove
velikosti, oblike, površinskega naboja in atomske strukture, pripetih funkcionalnih
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(a)
(b)
Slika 2.5: (a) Skica dvojnega sloja lipidov, ki nastane ob hidrofilni površini nanoma-
teriala. Taki površini molekule izpostavijo svoje hidrofilne glave. (b) Ob hidrofobni
površini nastane en sam sloj lipidov, tako da ji lipidne molekule izpostavijo svoje
repe. Hidrofilni deli lipidov so označeni z modro, hidrofobni deli pa s sivo barvo.
skupin itd. Ena pomembnejših lastnosti je njihova hidrofilnost oziroma hidrofobnost
zaradi amfifilnosti lipidov. Zaradi tega lahko vplivajo na samozdruževanje lipidnih
dvoslojev (slika 2.5).
Večino molekul v bioloških membranah sestavljajo lipidi in proteini. Proteini
omogočajo specifične interakcije s površinami nanodelcev in tako lahko močno spre-
menijo posledice stika nanodelcev in membran. Membrane se med seboj razlikujejo
po kemijski sestavi (vrstah in deležih lipidnih molekul in proteinov) in velikosti
ter obliki struktur, ki jih tvorijo, zato imajo različen površinski naboj, površinsko
napetost, elastičnost in debelino.
Največkrat do stikov med nanodelci in membranami pride v vodnem okolju,
kjer je pomembna lastnost kislost oziroma bazičnost medija. V njem so raztopljeni
različni ioni, ki lahko prihajajo tudi iz obeh površin. Na interakcije vpliva tempera-
tura okolja, pa tudi dodatek surfaktanta, ki zmanjša površinsko napetost. Nekatere





















Slika 2.6: Lastnosti okolja, nanodelcev in membran, ki vplivajo na interakcije na
stiku med nanodelci in membranami. Povzeto po [2].
Sile, ki delujejo med nanodelci in membranami, so podobne tistim, ki delujejo
med koloidnimi delci. Prav tako so prisotne Van Der Waalsove, elektrostatske, de-
plecijske in hidrofobne sile, a jih je potrebno obravnavati previdno, saj v primerjavi
s koloidnimi sistemi obstaja nekaj pomembnih razlik. Biološke membrane v splo-
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šnem ne tvorijo togih struktur, ampak se lahko deformirajo. Njihove površine niso
homogene, saj jih sestavljajo zaplate medsebojno različnih lastnosti zaradi prisotno-
sti površinskih proteinov. Sistemi nanodelcev in bioloških membran so velikokrat
dinamični, ker se celice aktivno prilagajajo svojemu okolju. Obstaja tudi možnost
endocitoze nanodelcev in adsorpcije nekaterih proteinov na površino nanomateriala.
Našteto vodi do zapletenega sistema interakcij, ki se močno razlikujejo glede na
medsebojni položaj nanodelcev in membran [1].
2.5 Elastična teorija interakcij
Ena izmed funkcij celične membrane je transport različnih snovi, potrebnih za de-
lovanje celic in za njihovo komunikacijo z okolico. Manjše in nepolarne molekule
lahko prehajajo prek membrane z difuzijo. Za transport večjih in polarnih mole-
kul vsebujejo membrane posebne proteinske strukture. V splošnem večje molekule
prehajajo čez membrane z endocitozo (prehod iz okolice v notranjost celice) in ekso-
citozo (prehod iz notranjosti v okolico). Ta dva mehanizma sta običajno pogojena
s specifičnimi interakcijami receptorjev na površini celičnih membran. V primeru
nanodelcev se je izkazalo, da ti lahko sprožijo endocitozo tudi preko nespecifičnih
interakcij [2].
Lipidne membrane so zelo upogljive, tako da adhezija nanodelcev na njih lahko
povzroči popolno ovije nanodelcev in s tem njihov prehod v notranjost celic. To-
vrsten proces je bila opažen tudi na umetno ustvarjenih veziklih, kar pomeni, da je
njegov vzrok v splošnih fizikalnih interakcijah. Stik med nanodelci in membranami
lahko vodi do treh možnih izidov (slika 2.7). Če adhezijska energija ni zadosti ve-
lika, se nanodelci z membrano ne sprimejo, četudi pridejo v stik. Ob večji adhezijski
energiji se nanodelci usedejo na membrano, ki jih delno obda in pritrdi na mesto.
Ob zadosti veliki adhezijski energiji membrana tvori okrog nanodelcev lipidne ovoje.
Taki nanodelci nato lahko prehajajo v notranjost veziklov in celic.
Proces pasivnega lipidnega ovijanja opiše preprost elastični model, ki upošteva
tri prispevke: adhezijsko energijo na stiku med nanodelcem in membrano Eadh,
upogibni modul membrane κ in površinsko napetost membrane σ [2]. Adhezijska
energija vodi do ovijanja lipidov, medtem ko ji togost membrane, ki jo opisujeta
upogibni modul in površinska napetost, nasprotuje. Popolno ovitje se zgodi, ko je
adhezijska energija večja od energijske kazni, povezani z ukrivljanjem membrane
okoli nanodelca.
Ob odsotnosti površinske napetosti adhezijska energija in upogibni modul dolo-






Nanodelci s takim ali večjim polmerom se bodo ob stiku z membrano popolnoma
ovili. Pri celičnih membranah je potrebno upoštevati tudi površinsko napetost,
zaradi katere je pri ovijanju prisotna še dodatna sila, ki določa drugi kritični polmer
rc,σ. Nanodelci s polmerom, večjim od rc in manjšim od rc,σ, se bodo le delno ovili
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Glavni energijski prispevek, ki nasprotuje deformaciji membrane, izvira za deforma-
cije velikosti manj kot λ iz upogibne energije, za večje deformacije pa iz energije
površinske napetosti.
prost nanodelec delno ovitje popolno ovitje
Slika 2.7: Trije možni izidi stika med nanodelci in membrano: prosto plavajoči
nanodelci v okolici membrane, adhezija nanodelcev na membrano z delnim ovitjem
in popolno ovitije nanodelcev v lipidni ovoj. Povzeto po [2].
Ključni parametri za opis ovijanja nanodelcev z lipidi prek nespecifičnih meha-
nizmov so torej velikost nanodelcev in celic oziroma veziklov, adhezijska energija
med nanodelci in membranami, upogibni modul membrane in površinska napetost.
Gornji model upošteva samo tipično velikost nanodelcev v eni dimenziji. Njihove
različne geometrijske oblike zahtevajo prilagoditev opisa. Prav tako model postane
zapletenejši ob upoštevanju prisotnosti večjega števila nanodelcev. Zaporedna ovi-
janja namreč spremenijo lastnosti membran.
2.6 Opazovanje in meritev interakcij
Razvoj slikovnih tehnik v zadnjih desetletjih je omogočil neposredno opazovanje
interakcij med nanodelci in membranami ter njihovega vpliva na struktruro mem-
bran. Kot posebej uporabne tehnike so se izkazale vrstična in presevna elektronska
mikroskopija, mikroskopija na atomsko silo in fluorescenčna mikroskopija. Z njihovo
pomočjo je mogoče določiti mehanizme interakcij prek določitve relativne lege nano-
delcev glede na membrane in opazovati posledice teh interakcij na membranah [2].
Z neposrednim opazovanjem teh interakcij se ukvarjajo tudi v Laboratoriju za
biofiziko na Odseku za fiziko trdne snovi Instituta “Jožef Stefan”. Maja Garvas
je s pomočjo metode Försterjevega resonančnega prenosa energije izmerila mole-
kularno bližino med nanodelci in membranami za nanocevke titanovega dioksida,
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s čimer je pokazala na obstoj lipidnih ovojev okrog nanodelcev [3]. Oplaščevanje
nanocevk TiO2 je opazil tudi Boštjan Kokot v svojem magistrskem delu, kjer je za
identifikacijo stika nanodelcev in membran uporabil metodo dušenja fluorescence in
dinamičnega sipanja svetlobe [4]. Za proučevanje tovrstnih pojavov je zaradi svoje
visoke ločljivosti primeren mikroskop STED. V laboratoriju so bile pred kratkim























Slika 2.8: Stik nanodelcev z membranami pod mikroskopom STED. Membrane so
označene z zeleno in nanodelci TiO2 z rdečo barvno komponento. Goli nanodelci so
zato na sliki obarvani povsem rdeče, medtem ko so delno in povsem oviti nanodelci
obarvani z rdeče-rumeno in rumeno barvo. Povzeto po [5].
Pri proučevanju interakcij med nanodelci in membranami se poleg slikovnih teh-
nik uporabljajo tudi kvantitativni eksperimenti, s katerimi je mogoče določiti neka-
tere fizikalne količine, prisotne na stiku obeh komponent. Toplotne spremembe pri
interakcijah lahko meri izotermalna titracijska kalorimetrija, ki omogoča neposredno
meritev vezavne toplote pri stiku komponent v raztopini [2]. Nanodelci in lipidni
dvosloji so na začetku eksperimenta ločeni. Ko se raztopini z obema komponen-
tama združita, nanodelci in membrane preidejo iz prostega v vezano stanje, kjer se
zaradi te spremembe sprosti ali absorbira toplota. Metoda je trenutno uporabna
pri proučevanju sprememb v vrsti interakcije in njene moči [2]. Adhezijsko energijo
med obema površinama je možno meriti z napravo za merjenje površinskih sil [2, 8].
Težava tega pristopa je, da morata biti komponenti fiksirani na dveh valjih naprave,
ki se ob merjenju adhezijske energije približata na manj kot 10 nm. Metoda zato ni
primerna za tiste nanomateriale, ki ne morejo biti nanešeni na valj naprave. Meri-
tve adhezijske energije so bile doslej izvedene za stike površin silicijevga dioksida in
zlata z lipidnim dvoslojem [2].
Spektroskopija EPR sistemov lipidnih membran v stiku z nanodelci, s katero smo
se ukvarjali v tem magistrskem delu, je eden izmed načinov kvantitativne meritve
njihovih medsebojnih interakcij. Spektroskopija EPR omogoča meritev spremembe
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v gibanju in ureditvi lipidnih molekul po stiku z nanodelci. Prednost te metode
v primerjavi z zgoraj omenjenimi je možnost uporabe različnih nanomaterialov in
hitra določitev moči interakcije, ki pa zahteva zanesljivo interpretacijo izmerjenih
spektrov. Zato je bilo potrebno opredeliti ponovljivost in omejitve metode, kar je




Elektronska paramagnetna resonanca (EPR) je spektroskopska tehnika, ki je osno-
vana na podlagi absorpcije elektromagnetnega valovanja in posledično induciranimi
prehodi med Zeemanovimi nivoji elektronov v zunanjem magnetnem polju. Upo-
rabna je na paramagnetnih vzorcih, torej tistih, ki imajo neničelno elektronsko vr-
tilno količino. Ker absorpcijski spekter elektrona določajo dejavniki, kot so njegov
magnetni moment, njegova interakcija z magnetnimi momenti iz okolice, gibanje
paramagnetnega centra in nekatere druge lastnosti okolja, to omogoča opredelitev
preiskovanega sistema s pomočjo analize posnetega spektra. Biološke membrane je
za preiskovanje z EPR potrebno označiti s spinskimi označevalci. Analiza njihovih
spektrov zahteva uporabo ustreznega modela, ki nato poda informacije o lastnostih
membran [12].
3.1 Elektron v magnetnem polju
Atomi ali molekule imajo permanentni magnetni dipol, kadar imajo neničelno ele-
ktronsko vrtilno količino J . Ta je sestavljena iz spinske vrtilne količine S in tirne
vrtilne količine L. Magnetni moment atoma ali molekule je določen z
µ = −gµBJ , (3.1)
kjer je
g = 1 +
J(J + 1)− L(L+ 1) + S(S + 1)
2J(J + 1)
(3.2)
Landéjev sklopitveni faktor in J, S ter L kvantna števila elektrona. Bohrov ma-
gneton µB = e0~/2me je konstanta, ki jo sestavljajo velikost naboja elektrona e0,
njegova masa me in reducirana Planckova konstanta ~. V večini primerov je elek-
tronska vrtilna količina J določena le s spinskim delom S, saj se zaradi simetrije
molekularnih orbital projekcije tirne vrtilne količine izpovprečijo v nič [12]. Velja
torej, da je J = S = 1/2, kar po enačbi (3.2) da vrednost g ≈ 2. Ta vrednost ni
točna zaradi majhnih popravkov, ki so posledica sklopitve spinske in tirne vrtilne
količine.
Energija magnetnega momenta v zunanjem magnetnem polju B je enaka −µ·B.
Ob upoštevanju dejstva, da je projekcija spina na zunanje magnetno polje bodisi
mα = −1/2 ali mβ = 1/2, se energijski nivo elektrona po Zeemanu (slika 3.1)
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kjer je B0 velikost zunanjega magnetnega polja.
Prehode med energijskima nivojema β in α se lahko vzbuja z elektromagnetnim
sevanjem, katerega magnetna komponenta kaže v pravokotni smeri glede na zunanje
magnetno polje. Njegova frekvenca ν mora ustrezati resonančnemu pogoju
hν = ∆E = gµBB0, (3.4)
kjer je h Planckova konstanta. Absorpcija fotona s pravo frekvenco povzroči prehod
iz nivoja z nižjo energijo β na nivo z višjo energijo α. Stimulirana emisija je obraten
proces, kjer foton vpadlega EM valovanja povzroči prehod iz višjega energijskega
stanja v nižje energijsko stanje. Oba procesa zadostita ohranitvi vrtilne količine




α Eα = 1/2 g|µB|B0
β Eβ = −1/2 g|µB|B0
∆E = g|µB|B0
B0 = 0 B0 > 0
Slika 3.1: Zeemanov razcep. Elektronski stanji α in β imata v odsotnosti zunanjega
magnetnega polja B0 enako energijo. Za B0 > 0 se energijska nivoja razcepita.
Velikost razcepa je sorazmerna velikosti magnetnega polja B0. Povzeto po [14].
Relativno zasedenost nastalih energijskih nivojev v zunanjem magnetnem polju
pri temperaturi T v termičnem ravnovesju opiše Boltzmannova porazdelitev
Nα
Nβ
= exp(−gµBB0/kBT ), (3.5)
kjer je kB Boltzmannova konstanta. Pri običajni gostoti magnetnega polja pri EPR
spektroskopiji (B0 ≈ 0,3T) in sobni temperaturi je za približno 0,1 % razlike med
populacijama nivojev. Ta razlika je majhna, a zadostuje za meritev z EPR. Pri obse-
vanju z mikrovalovi elektroni prehajajo med obema nivojema. Verjetnost prehodov
je sorazmerna zasedenosti nivojev. Ker je po enačbi (3.5) na nižjem energijskem
nivoju več elektronov, se razlika v zasedenosti nivojev izenačuje. Ko sta populaciji
obeh nivojev enaki, EPR signal izgine, saj je sorazmeren neto absorpciji.
Merjenje omogočajo relaksacijski mehanizmi, preko katerih sistem prehaja nazaj
v termično ravnovesje. Karakteristični čas teh mehanizmov τ1 se imenuje spinsko-
mrežni relaksacijski čas. Ta določa osnovno širino Lorentzove absorpcijske črte, ker
je energija nivoja po Heisenbergovem načelu nedoločena na približno h/τ1. Hitrejša
relaksacija torej pomeni močnejši EPR signal, a hkrati večjo širino absorpcijskih črt.
Na širino črt vplivajo tudi lokalne magnetne interakcije, ki jih opisuje relaksacijski
čas τ2, imenovan spinsko-spinski relaksacijski čas.
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3.2 Magnetne interakcije spina elektrona z okolico
Zgoraj navedeno velja za preprost primer prostega elektrona v magnetnem polju.
Na energijske nivoje elektronov v atomih ali molekulah pa imajo vpliv tudi interak-
cije spina elektrona z magnetnimi momenti jedra, sklopitev spinske in tirne vrtilne
količine elektrona ter interakcije z bližnjimi elektroni. Te interakcije so razlog za
uporabnost spektroskopske metode, saj se na podlagi spektra da sklepati, kakšna je
okolica nesparjenih elektronov.
3.2.1 Hiperfina sklopitev
Interakcija elektronskega spinskega magnetnega momenta z magnetnim momentom
jedra se imenuje hiperfina sklopitev. Njena posledica je najbolj očitna lastnost EPR
spektra, to je pojav multipletov zarad razcepa resonančnih vrhov. Če se elektron na-
haja pri jedru z magnetnim momentom I, se spekter razcepi na 2I+1 absorpcijskih
črt. Te predstavljajo možne kombinacije projekcij jedrskega spina M in elektron-
skega spina m na zunanje magnetno polje. Elektroni namreč za vsako kombinacijo
čutijo drugačno lokalno magnetno polje, kar vpliva na položaj energijskih nivojev.
Če spektrometer deluje v pasu X mikrovalov pri frekvenci okoli 9 GHz, je premik
absorpcijske črte zaradi hiperfine sklopitve velikostnega reda 10 mT [13]. V nitro-
ksidnih skupinah, ki so paramagnetna enota pri eksperimentih v magistrskem delu,
se nesparjen elektron nahaja v bližini atoma dušika. Velikost spina jedra dušika je
1 (v enotah ~), zato spekter vsebuje tri absorpcijske črte (slika 3.2).
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Slika 3.2: Hiperfini razcep v bližini dušikovega jedra. Obe energijski stanji elektrona
se zaradi prisotnosti jedrskega magnetnega momenta razcepita na tri stanja. S
puščicami so označeni možni prehodi. Desno je prikazan tipičen spekter nitroksidne
skupine s tremi absorpcijskimi črtami. Povzeto po [10].
Hiperfina sklopitev je sestavljena iz dveh prispevkov. Prva je dipolarna interak-
cija med elektronom in jedrom, ki jo opišemo s klasično fiziko. Fermijeva kontaktna
sklopitev prispeva k drugemu členu Hamiltonijana in je relevantna za atomske orbi-
tale s krogelno simetrijo, kjer ni dipolarne interakcije [12]. Oba prispevka je potrebno
povprečiti po prostoru in upoštevati, da sta velikosti komponent spina jedra in elek-
trona odvisni od smeri zunanjega magnetnega polja. Hamiltonijanu se tako pripiše
dodaten člen, ki poveže jedrski in elektronski spin
Hhf = I ·A · S, (3.6)
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kjer je A tenzor hiperfine sklopitve.
3.2.2 Sklopitev spinske in tirne vrtilne količine
Čeprav se prispevek tirne vrtilne količine k Landéjevemu faktorju (3.2) za elektrone
v molekulah izpovpreči v 0, sklopitev med tirno in spinsko vrtilno količino povzroči
majhen premik energije osnovnega stanja sistema. Priročno je, da se ta efekt obrav-
nava tako, kot da je posledica samo spinske vrtilne količine. Zato je potrebno uvesti
efektivni g faktor, ki je tenzor drugega reda. Sklopitev tirne in spinske vrtilne ko-
ličine je namreč odvisna od orientacije molekule glede na zunanje magnetno polje.
Tipično odstopanje komponent tenzorja od vrednosti g za prost elektron je majhno
(∼ 0,1%) [12].
Hamiltonka, ki upošteva obe gornji interakciji, je torej
H = µBB · g · S + I ·A · S. (3.7)
Ta enačba ob poznavanju sklopitvenih tenzorjev določa energijske nivoje moleku-
larnega spinskega sistema v zunanjem magnetnem polju. Na podlagi tega je nato
možno predvideti absorpcijski spekter sistema.
3.3 Spinsko označevanje
Lipidne membrane same po sebi ne vsebujejo nesparjenih elektronov, ki so pogoj
za zajem spektrov EPR. Zato je v preučevane sisteme potrebno dodati posebne
molekule, ki se razporedijo v membrano in te elektrone vsebujejo. Take molekule
se imenujejo spinski označevalci. Njihova naloga je čim boljše posnemanje lastnosti
okolišnjih molekul (npr. gibanja in položaja).
Za pravilno spinsko označevanje, ki zmore podati informacije o preiskovanem
sistemu, mora biti izpolnjenih nekaj zahtev [12]. Poročevalska paramagnetna jedra,
ki so okoljsko občutljiva, morajo biti del večje molekule, ki je dodana preučevanemu
sistemu. Jedra morajo poročati detektorju o spremembah v okolju. Spinski ozna-




Slika 3.3: (a) Struktura nitroksidnega paramagnetnega jedra. (b) Zajeti spektri
EPR (desno) so odvisni od položaja nitroksidne skupine v lipidnem sloju. Okolica
zelenih označevalcev, pripetih bližje hidrofilnemu delu membrane, je drugačna kot
okolica modrih označevalcev, kjer se nitroksid nahaja v bolj hidrofobnem delu.
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Paramagnetno jedro, uporabno pri analizi lipidnih membrani, je nitroksidna sku-
pina oziroma nitroksid (slika 3.3a). Sestavljata jo atom dušika in kisika, pri čemer
je eden izmed kisikovih elektronov brez svojega elektronskega para. Nesparjeni ele-
ktron se sicer nahaja bližje dušikovemu atomu, kar povzroči značilno obliko spektra
EPR s tremi vrhovi. Nitroksid je mogoče pripeti na različne dele izbrane večje mo-
lekule, od česar je nato odvisen zajeti signal EPR (slika 3.3b). Molekule, na katere
se običajno pripenjajo nitroksidi, so prav tako kot lipidi amfifilne. V ta namen se
uporabljajo fosfolipidi, ki so najbolj podobni okolišnjim molekulam, maščobne ki-
sline, ki so gibljivejše od lipidnih molekul in podobne molekule s hidrofobnimi repi
(iz ogljikovih verig) in polarnimi glavami.
Bistvena lastnost nitroksidnega radikala je močna anizotropija orbitale nespar-
jenega elektrona, ki se izraža v občutljivosti na spremembe v gibanju in položaju
okolišnjih molekul (in s tem označevalcev) glede na magnetno polje [12]. Anizotro-
pijo orbitale popiše tenzor hiperfine sklopitve A, ki je del Hamiltonke 3.7. Energijski
nivoji se za različno orientirane molekule občutno razlikujejo, kar vpliva na obliko
absorpcijskega spektra, zajetega s spektrometrom EPR.
3.4 Model spektra spinsko označene membrane
V enačbi za celotno energijo spinskega sistema (3.7) nastopajo fizikalne količine,
ki so običajno podane v lastnih koordinatnih sistemih. Hamiltonijan je zato pri-
ročno prepisati v obliko, kjer med količinami nastopajo transformacijske matrike
med posameznimi koordinatnimi sistemi [6]. Laboratorijski koordinatni sistem (l)
je orientiran tako, da ena izmed osi kaže v smeri zunanjega magnetnega polja B.
Komponente tenzorjev A in g so znane v koordinatnem sistemu (n), ki je postavljen
na paramagnetni center. Projekciji jedrskega in elektronskega spina sta definirani
glede na smer lokalnega magnetnega polja, ki določa koordinatni sistem (lm). Po-
stavitve omenjenih koordinatnih sistemov so skicirane na sliki 3.4.
Za pravilen izračun lastnih energij sistema morajo biti vse količine izražene v isti
bazi. Prehode med koordinatnimi sistemi opišejo rotacijske transformacije Ri→j,
ki predstavljajo vrtenja okoli ustreznih Eulerjevih kotov. Preprostejši primer je
transformacija R(l)→(lm) med laboratorijskim sistemom (l) in sistemom lokalnega
polja (lm), saj jo opisujeta le dve vrtenji okoli kotov Φ in Θ, ker je koordinatni
sistem (l) določen le z smerjo magnetnega polja
R(l)→(lm) =

cos Φ sin Φ 0




cos Θ 0 sin Θ
0 1 0
− sin Θ 0 cos Θ
 . (3.8)
V splošnem prehode med koordinatnimi sistemi predstavljajo produkti treh ma-
trik. Hamiltonka se po upoštevanju rotacijskih transformacij glasi
H = µBB ·Rn→l · g ·Rlm→n · S + I ·Rn→lm ·A ·Rlm→n · S. (3.9)
Proučevani sistemi v tem magistrskem delu vsebujejo spinske označevalce z ni-
troksidnim paramagnetnim jedrom, ki se vključujejo v biološke membrane. V njih
se razporedijo tako, da zavzemajo različne smeri v prostoru, zato je smiselno uvesti
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Slika 3.4: Shema prehodov med koordinatnimi sistemi, v katerih so posamezne fizi-
kalne količine iz hamiltonke (3.7) dobro določene. Na desni so prikazane Eulerjeve
rotacije, ki določajo kote v transformacijskih matrikah Ri→j. Povzeto po [6].
še membranski koordinatni sistem (m), ki predstavlja dodaten korak med labora-
torijskim (l) in nitroksidnim koordinatnim sistemom (n). Hamiltonijan celotnega
sistema, ki vsebuje več kot 1013 paramagnetnih centrov, sestavljajo prispevki po-
sameznih molekul (3.9), ki imajo enake spinske operatorje in tenzorje ter različne
rotacijske matrike.
Časovna skala, na kateri se dogaja termično gibanje spinskih označevalcev (pri
bioloških temperaturah), je krajša, kot je detekcijska meja EPR. Opletanje njihovih
repov okoli smeri normale membrane povzroči, da spektrometer zazna le časovno
povprečje magnetnih lastnosti molekul po dovoljenih orientacijah glede na lokalno
membrano. To povprečenje lahko opiše model nesimetričnega stožca, ki dovoljuje
anizotropno gibanje gibanje molekul, omejeno z značilnima kotoma ϑ0 in ϕ0.
Energije lastnih stanj niso določene le z dinamiko spinskih označevalcev, ampak
tudi z okolico, ki vpliva na orbitale v paramagnetnem jedru. Elemente v sklopi-
tvenih tenzorjih je zato potrebno popraviti z linearnima popravkoma pA, ki opisuje
vpliv lokalne polarnosti in protičnosti, ki upošteva koncentracijo protonov v okolici.
Lastne vrednosti tako popravljenega Hamiltonjana podajajo prave vrednosti energij
lastnih stanj. Smiselno jih je izračunati v ustrezni bazi, ki je za spinski sistem jedra
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in elektrona tista, kjer so dobro določene projekcije obeh spinov. To je koordinatni
sistem lokalnega magnetnega polja (lm), kjer je za opis sistema na voljo šest lastnih




) in jedrskega spina
(M = 1, 0,−1).
Prispevke posameznih spinskih označevalcev, katerih orientacija je opisana s ko-
toma ϑ0 in ϕ0, je potrebno ustrezno in učinkovito sešteti. Za potrebe meritev v tej
raziskavi je dobra predpostavka, da so vse orientacije v membrani enakomerno zasto-
pane. Končna rešitev opisane metode je palični spekter, kjer v diskretizirani obliki
nastopajo absorpcijske črte proučevanega sistema. Izmerjeni spektri na EPR spek-
trometru niso enaki paličnemu spektru, ker v modelu niso upoštevani relaksacijski
mehanizmi, ki razširijo spektralne črte. Pravi spekter da konvolucija paličnega spek-
tra z odvodom Lorentzove krivulje, katere širino podajata parametra W in τc. Prvi
je splošni razširitveni parameter, ki opisuje spin-spinske interakcije, nehomogenosti
magnetnega polja in paramagnetne nečistoče. Drugi predstavlja hitrost rotacijske
difuzije molekul. Poznavanje sklopitvenih tenzorjev in opisanih parametrov tako
omogoča uspešno simuliranje spektra EPR za biološke membrane z nitroksidnimi
spinskimi označevalci.
3.5 Računalniška obdelava izmerjenih spektrov
Spektri EPR spinsko označenih membran v sebi nosijo informacije o gibanju poroče-
valskih molekul in lastnostih njihove okolice. Cilj računalniške obdelave izmerjenih
spektrov je določitev parametrov, ki opisujejo spektre. Biološke membrane so po
sestavi nehomogene in vsebujejo domene z lokalno različnimi lastnostmi. Ustrezen
model sistem opiše tako, da upošteva več spektralnih komponent, kjer vsaka pripada
svoji membranski domeni. Parametre opisa ločimo na eksperimentalne parametre,
kot so frekvenca in moč mikrovalov, jakost magnetnega polja, sklopitvena tenzorja
paramagnetnih centrov in na spektralne parametre, ki so opisani v razdelku 3.4 (ϑ0,
ϕ0, pA, prot, W , τc). Prvi so za eksperimentalni sistem znani vnaprej in enaki za vse
domene, drugi pa se med domenami razlikujejo. Optimalno število spektralnih pa-
rametrov za opis sistema ni vnaprej znano. Običajno se zaradi računske zahtevnosti
število domen omeji na štiri. Ob dejstvu, da vsako spektralno komponento opiše 6
parametrov, celoten sistem nato opiše 27 parametrov, kjer so preostali 3 parametri
deleži spektralnih komponent [6].
Glavni izziv je najti tako skupino parametrov, za katere se izračunani spekter
kar najbolje prilega izmerjenemu. To nalogo opravi metoda, imenovana hibridna
evolucijska optimizacija (HEO), ki je kombinacija genetskih algoritmov, ki preče-
savajo celoten fazni prostor rešitev in determinističnih metod, ki poskrbijo za lo-
kalno približevanje optimalni rešitvi. Taka metoda ne potrebuje posebej dobrega
začetnega približka. Še več, dober začetni približek lahko onemogoči genetskim al-
goritmom učinkovito iskanje rešitev po celotnem prostoru, ampak jih omeji le na
okolico nekega (lokalnega) minimuma. Kriterij, na podlagi katerega metoda oce-
njuje uspešnost približkov na vsakem koraku, je reducirani χ2, ki meri odstopanje
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kjer je N število merskih točk, σ deviacija izmerkov v delih spektra brez EPR signala
in yj merska točka na spektru.
Stohastična narava algoritma HEO zahteva robustno statistično obravnavo rezul-
tatov. Optimizacijsko rutino je zato potrebno zagnati vsaj dvajsekrat, pri čemer je
v začetni populaciji od 200 do 400 različnih kombinacij spektralnih parametrov [15].
Dobljene rezultate se nato smiselno filtrira, tako da ostanejo v populaciji rešitev le
tiste z najmanjšim reduciranim χ2.
Rezultati večkratnega zagona HEO
Parametri najboljšega prileganja 1. zagona




















Slika 3.5: Shema GHOST kondenzacije. Rezultati večkratnega zagona HEO zah-
tevajo temeljito obdelavo. Kondenzacija GHOST rešitve prefiltrira, tako da izloči
parametre, ki slabo prilegajo spekter izmerjenemu ali pa so v delu faznega prostora
parametrov, kjer je gostota rešitev optimizacije nizka. Preostale skupine parametrov
algoritem zbere v domene in jih predstavi na 2D diagramih, kjer so ostali parametri
zakodirani z barvno shemo RGB. Povzeto po [6, 10].
Filtracijo preživijo le najbolj ustrezne kombinacije parametrov, ki pa še vedno
predstavljajo množico točk v faznem prostoru parametrov. Uporaben način prikazo-
vanja parametrov spektralnih domen so t.i. GHOST diagrami, ki skupaj združujejo
tiste točke, ki se največkrat ponavljajo v faznem prostoru. Za to je treba določiti
gostoto rešitev in glede na njo zopet ustrezno prefiltrirati rezultate. Tako se zavr-
žejo tiste kombinacije parametrov, ki se pojavijo zelo poredko. Algoritem GHOST
kondenzacije na podlagi tega določi ustrezne spektralne domene. Shema opisanega
postopka obdelave je prikazana na sliki 3.5.
Na GHOST diagramih so značilne domene analiziranega spektra prikazane na
dvodimenzionalnih presekih faznega prostora. Domenam so pripisani njihovi deleži
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in povprečne vrednosti parametrov. Tipično se riše presek ϕ0 – ϑ0, hkrati pa se na
diagram barvno zakodirajo parametri pA, W in τc. To omogoča učinkovit pregled
nad gibalnimi vzorci poročevalskih molekul v proučevanem sistemu.
Postopek HEO in GHOST kondenzacije so zaradi potreb pri analizi spinsko ozna-
čenih bioloških membran razvili v Laboratoriju za biofiziko na Institutu “Jožef Ste-
fan” v sodelovanju z Oddelkom za inteligentne sisteme iz iste ustanove [6, 15].
3.6 EPR spektrometer
Za zajem signala EPR je potrebna naprava, ki zmore generirati ustrezno elektro-
magnetno (EM) valovanje, ga usmeriti na vzorec v magnetnem polju in detektirati
absorpcijo. EPR spektrometer zato vsebuje tri ključne enote: oscilator, ki je vir mi-
krovalov, resonator, kjer se generirano EM valovanje absorbira na vzorcu in ustrezen
detektor.
Izvor EM valovanja mora pri večini EPR eksperimentov ustvarjati mikrovalove s
frekvenco ∼ 9,5 GHz, kar ustreza valovni dolžini okoli 32 mm. Razlog, zakaj se pri
bioloških vzorcih uporabljajo mikrovalovi iz “pasu X”, je zaradi majhne absorpcije
valovanja v vodi pri tej frekvenci. Z uporabo višjih frekvenc bi se tudi zmanjšala
največja velikost vzorca, ki je lahko postavljen v resonator.
Mikrovalovi nato preko cirkulatorja potujejo v resonančno votlino. Ta je po-
stavljena med dvema tuljavama elektromagneta, ki generirata zunanje magnetno
polje. Za poskuse z mikrovalovi iz “pasu X” mora biti gostota magnetnega polja
B0 približno 0,34 T. Elektromagnet omogoča modulacijo gostote magnetnega polja
s spreminjanjem električnega toka, ki teče skozi tuljavi. Resonator je opremljen s
Hallovo sondo, ki meri gostoto magnetnega polja in pomaga pri njegovi stabilizaciji
preko krmilne zanke z napajanjem magneta.
Geometrija resonančne votline je takšna, da se v njej lahko ustvari stoječe valova-
nje z lastno frekvenco ν0. Kadar vanjo vpadajo generirani mikrovalovi s to frekvenco,
pride do kritične sklopitve in se energija valovanja shranjuje v resonatorju. Od ko-






največja v resonatorju shranjena energija
energijske izgube na nihaj
, (3.11)
kjer je ∆ν frekvenčna širina absorbiranih mikrovalov v resonatorju. Opisana lastnost
resonatorja je razlog, zakaj se EPR spektre zajema tako, da se pri fiksni frekvenci
mikrovalov spreminja gostoto magnetnega polja. Lastne frekvence resonatorja je
namreč težje spreminjati kot pa tok skozi tuljavi elektromagneta. Ob vstavitvi
vzorca v resonančno votlino je sicer potrebno resonator dodatno uglasiti na novo
resonančno frekvenco, tako da EPR signal postane močnejši.
Poleg prave frekvence mikrovalov sta v resonatorju pomembni tudi smer in faza
stoječega valovanja. Vpadlo EM valovanje mora potovati skozi resonator tako, da
je njegova magnetna komponenta B1 pravokotna na zunanje magnetno polje. Na
mestu vzorca mora biti B1 največja, tako da kar najbolje vzbuja prehode med Ze-
emanovimi nivoji, električna komponenta E1 pa najmanjša. Problem prisotnosti
električnega polja v vzorcu je posledična neresonančna absorpcija mikrovalov, saj
spremeni energijske nivoje elektronov. Navedeno vpliva na velikost vzorca, ki je še
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lahko vstavljen v resonator. Pogojena je s tem, da je po celem vzorcu E1 zanemar-
ljiva. V primeru spektrometra, ki je bil uporabljen pri eksperimentih v tem delu, je
maksimalna širina vzorca znašala okoli 1 mm.














Slika 3.6: Zajem signala z vzorca poteka z amplitudno modulacijo gostote magne-
tnega polja. Tok na detektorju je sorazmeren absorpciji mikrovalov pri danem ma-
gnetnem polju in prav tako niha. Njegova amplituda je sorazmerna odvodu absorp-
cijske črte v modulacijskem območju B0. Povzeto po [10].
Ko se vpadlo mikrovalovnega valovanja absorbira na vzorcu, resonator ni več kri-
tično sklopljen in se nekaj valovanja odbije nazaj po valovodu, kjer preko krožilnega
elementa potuje na detektor, ki posname EPR signal. Ta vsebuje merilni šum, ki
se ga deloma odpravi z amplitudno modulacijo gostote magnetnega polja. Dodatne
modulacijske tuljave zunanjemu magnetnemu polju B0 dodajo majhno polje, ki niha
z amplitudo Bm in modulacijsko frekvenco ωm
B(t) = B0 +Bm sin(ωmt). (3.12)
Ker tako magnetno polje na mestu vzorca oscilira, niha tudi delež absorbiranih
mikrovalov in s tem izhodni signal na detektorju, ki je moduliran z isto frekvenco.
Amplituda izhodnega signala je sorazmerna odvodu absorpcijskega spektra vzorca
na intervalu modulacije magnetnega polja (slika 3.6). Večja modulacija B(t) sicer
pomeni večjo amplitudo signala, dokler je amplituda modulacije manjša od širine
spektralnih črt. Če je amplituda modulacije prevelika, spektrometer ne zaznava več
lokalnega odvoda spektra na izbranem intervalu, saj se spekter med nasprotnima
amplitudama modulacije prehitro spreminja. Spektri nitroksidnih radikalov imajo
absorpcijske vrhove širine približno 0,5 mT, tako da je običajna nastavitev amplitude
modulacije 0,1 mT.
Dobro zajet EPR spekter ima razmerje med signalom in šumom vsaj 200:1. Da
v EPR signalu ostanejo le tiste frekvenčne komponente, ki so blizu modulacijske
frekvence, skrbita fazni detektor in nizkoprepustni filter. Modulacijska frekvenca
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je običajno 100 kHz, tako da je šum v signalu po obdelavi s tema elementoma za
nekaj velikostnih redov manjši. Razmerje med signalom in šumom se lahko poveča
še s podaljšanjem časa zajemanja signala v posamezni točki in z ojačitvijo signala z
detektorja pri pretvorbi iz analognega v digitalni zapis.
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Priprava lipidnih ovojev okrog nanodelcev za meritve na spektrometru EPR je ter-
jala razvoj primerne metode, ki je opisana v tem poglavju in v dodatku A. Potrebno
je bilo izbrati pravo razmerje med številom lipidnih in označevalskih molekul, za-
gotoviti zadostno količino vzorca za zajem spektra, določiti razmerje med masama
dodanega nanomateriala in lipidov ter izbrati najbolj učinkovit postopek priprave
ovojev. V obzir smo vzeli čas priprave posameznega vzorca in uspešnost ovijanja
okrog nanodelcev.
Eksperimentalno delo smo opravljali v Laboratoriju za biofiziko na Odseku za
fiziko trdne snovi Instituta “Jožef Stefan” pod vodstvom prof. dr. Janeza Štrancarja.
Posamezne eksperimente lahko razdelimo na tri korake. Najprej smo v čistih prosto-
rih laboratorija pripravili spinsko označene vzorce lipidnih ovojev okoli nanodelcev
in velikih enoplastnih mehurčkov. Sledila je meritev spektrov na EPR spektrome-
tru. Na koncu je bilo treba izmerjene podatke obdelati z ustreznimi programskimi
orodji, ki omogočajo analizo spektrov, opisanimi v poglavju 3.
Na koncu tega poglavja je opisana metoda, s katero rezultate analize spektrov
prevedemo na eno samo fizikalno količino, konformacijsko entropijo. Napisali smo
računalniški program na podlagi članka [7], ki konformacijsko entropijo izračuna in
omogoča hitro medsebojno primerjavo izmerjenih spektrov.
4.1 Priprava in spinsko označevanje vzorcev
Eksperimenti so potekali na dveh tipih vzorcev: velikih enoplastnih lipidnih mehurč-
kih (large unilamelar vesicles, LUV) in na lipidnih ovojih okoli nanodelcev. Lipidi,
potrebni za oba eksperimenta, so bili shranjeni v mešanici organskih topil kloroforma
in metanola v prostorninskem razmerju 7:3. Pri vseh eksperimentih je bil množinski
delež lipidov DOPC 90% in DPPG 10%. Lipidi DPPG so bili dodani zato, da za-
gotavljajo stabilnost oblike LUV. Koncentracija lipidov v vzorcu za lipidne ovoje je
bila odvisna od količine nanomateriala in njegove specifične površine na enoto mase.
Razmerje Sr med skupno površino lipidov (s specifično površino okoli 250 m2/g) in
nanomateriala je bila eksperimentalna spremenljivka, veljavna le za lipidne ovoje in
je običajno znašala Sr = 1.
Na začetku priprave vzorca za EPR eksperiment je potrebno dodati še spinske
označevalce. Ti so bili shranjeni v raztopini etanola pri znani številski koncentra-
ciji molekul. Ker so za eksperiment pomembne žive spinske molekule, ne pa gola
koncentracija vseh molekul, je bilo vnaprej potrebno storiti kalibracijo raztopine
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označevalca. Pri spinskem označevanju je pomembno, da razmerje med lipidi in
označevalci ni premajhno. To je druga eksperimentalna spremenljivka, ki smo jo
označili z Nl/Ns in ne sme znašati manj kot 50, sicer pride do spin-spinske inte-
rakcije. Ta povzroči razširitev spektralnih črt, ki se je ne da zanesljivo razklopiti
od razširitve črt kot posledice prisotnosti nanomateriala. Na omenjeno razmerje je
potrebno paziti pri obeh tipih vzorca.
Poleg vsega je potrebno poskrbeti, da je v celotnem vzorcu zadostno število ne-
sparjenih spinov. Da EPR spektrometer doseže zadostno razmerje med signalom in
šumom, mora biti v resonančni votlini v vzorcu prisotnih vsaj 1015 spinsko označenih
molekul. To poleg eksperimentalnih spremenljivk Sr in Nl/Ns določa maso lipidov,
ki so potrebni za pripravo vzorca. Tipične vrednosti za pripravo lipidnih ovojev pri
1 mg dodanega nanomateriala in za pripravo LUV so navedene v tabeli 4.1.
Tabela 4.1: Primer volumnov založnih raztopin, potrebnih za pripravo vzorcev. Na
levi strani tabele so podani volumni založnih raztopin lipidov in spinskega označe-
valca znanih koncentracij, s katerimi smo pripravili lipidne ovoje okrog TiO2-NC s
Sr = 1 in Nl/Ns = 50. Na desni so podani volumni enakih založnih raztopin, le da
za pripravo LUV z Nl/Ns = 50.
lipidni ovoji okrog TiO2-NC lipidni ovoji okrog C-NC
koncentracija volumen (µL) koncentracija volumen (µL)
DOPC 10 mg/mL 36,1 10 mg/mL 81,9
DPPG 1 mg/mL 38,0 1 mg/mL 86,2
5-doxyl MeFASL 2 mM 10,8 2 mM 24,6
Pri eksperimentih smo uporabljali dve vrsti nanomateriala. Nanocevke tita-
novega dioksida (TiO2-NC) je sintetizirala in posušila dr. Polona Umek po me-
todi [16, 17]. Pri vseh eksperimentih smo uporabili TiO2-NC v kristalni obliki,
imenovani anataza, pripravljene 16.5.2016. Tipične dimenzije teh TiO2-NC so 200
nm po vzdolžni osi in 20 nm po prečni osi, njihova specifična površina materiala pa
je okoli 100 m2/g. Za potrebe eksperimenta je bilo potrebno zatehtati nekaj mili-
gramov materiala in ga raztopiti v 100x redčenem bikarbonatnem pufru, tako da je
bila končna koncentracija suspenzije 1 mg/mL. Poleg TiO2-NC smo uporabili tudi
ogljikove nanocevke (C-NC), ki so v zbirki nanomaterialov JRC označeni s kodo
JRCNM04002a. Njihove tipične dimenzije so 1400 nm po vzdolžni osi in 11 nm
po prečni osi s specifično površino 226 m2/g [18]. Podobno kot TiO2-NC smo tudi
ogljikove nanocevke raztopili v 100x redčenem bikarbonatnem pufru.
Tako lipidne ovoje okrog nanodelcev kot LUV smo pripravljali po metodi z iz-
hlapevanjem obratne faze [19]. Metoda temelji na dodatku večjega volumna organ-
skega topila k mediju, v katerem želimo pripraviti vzorec. Kot topilo smo uporabili
mešanico diizopropil etra in kloroforma v volumskem razmerju 1:1, dodali pa smo
štirikrat večji volumen topila kot izbranega medija. To povzroči, da lipidi v raztopini
tvorijo inverzne enoplastne mehurčke, ki imajo topilu izpostavljene hidrofobne repe
molekul, znotraj mehurčkov pa se nahaja medij. Ob izhlapevanju na rotavaporju
se ob zmanjšanju količine topila, ki hitreje izhlapeva kot medij, najprej tvori gel
(slika 4.1a), ki se zatem spremeni v manj viskozno raztopino bodisi lipidnih ovojev
ali pa LUV (slika 4.1b). Podrobnejši koraki priprave so opisani v dodatku A. Pred-
nost te metode je hitra priprava vzorcev v primerjavi z ostalimi metodami priprave
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LUV. Rezultat metode je velik masni delež enoplastnih mehurčkov primerne veliko-
sti (od 100 nm do 1000 nm). Prav tako se da metodo prilagoditi za tvorbo lipidnih
ovojev, ker se v primerjavi z ostalimi metodami okrog nanodelcev ovije večji delež
lipidov. Slabost metode je prisotnost organskih topil tudi po dolgotrajnem izhla-
pevanju. Temu smo se skušali izogniti s hkratnim gretjem bučke, kjer je potekala
evaporacija, tako da je topilo hitreje izhlapevalo.
(a) (b) (c)
Slika 4.1: Priprava vzorca lipidnih ovojev okrog nanodelcev TiO2 po metodi z iz-
hlapevanjem obratne faze. Na sliki (a) je vzorec v bučki, pritrjeni na rotavapor ob
začetku tvorjenja gela. Na sliki (b) se je gel spremenil v raztopino lipidnih ovo-
jev. Slika (c) prikazuje rezultat centrifugiranja dobljenega vzorca iz rotavaporja, iz
katerega v stekleno cevko prenesemo le spodnji koncentrirani del vzorca.
Končni rezultat metode je bilo približno 0,5 do 1 mL vzorca v izbranem mediju.
Za medij smo vzeli 100x redčeni bikarbonatni pufer, ki smo ga pripravili iz bikarbo-
natnega pufra po [20]. Razlog za to je bilo dejstvo, da v suspenziji 100x redčenega
bikarbonatnega pufra nanocevke TiO2 ne agregirajo. V primeru lipidnih ovojev je
bilo potrebno vzorec še centrifugirati za 20 min (nanocevke TiO2) oziroma 45 min
(ogljikove nanocevke) in za EPR eksperiment uporabiti le del vzorca, kjer so bili
zgoščeni lipidni ovoji z nanomaterialom (slika 4.1c).
4.2 Spinski označevalci
Pri meritvah je bilo uporabljenih šest različnih molekul spinskih označevalcev (slika 4.2).
Njihova skupna lastnost je, da so spinsko označeni z nitroksidnim obročem, ki vse-
buje nesparjeni elektron.
Trije izmed označevalcev so sestavljeni na osnovi metilnega estra maščobne ki-
sline (MeFASL), ki vsebuje 16 ogljikovih atomov (palmitinska kislina). Med seboj se
ti označevalci razlikujejo po mestu, kjer imajo pripeto nitroksidno skupino. Upora-
bljeni so bili označevalci z nitroksidom, pripetim na peti (5-doxyl), deveti (9-doxyl)
in trinajsti (13-doxyl) ogljikov atom v verigi, kjer štetje pričnemo z ogljikovim ato-
mom z dvojno vezjo v estrski skupini. Za tovrstne označevalce je značilno, da se
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Slika 4.2: Strukturne formule spinskih označevalcev, uporabljenih v tem magistr-
skem delu: a) 5-doxyl MeFASL, b) 9-doxyl MeFASL, c) 13-doxyl MeFASL, d)
5-doxyl PCSL, e) SPP-6, f) GluSL Stearate.
zaradi močne hidrofobnosti repov molekul hitro vgradijo v lipidne membrane, zato
jih lahko uporabimo za spinsko označevanje že obstoječih lipidnih struktur.
Označevalec 5-doxyl PCSL je sestavljen iz fosfolipidne molekule s holinsko glavo
(krajše PC - angl. phosphatidylcholine), ki ima repa, dolga 16 in 18 ogljikovih
atomov. Na petem atomu daljše verige se nahaja nitroksidna skupina. Za razliko od
označevalcev, ki so sestavljeni le iz ene same maščobne kisline, se 5-doxyl PCSL težje
vgrajuje v obstoječe membrane in ga je zato potrebno dodati na začetku priprave
liposomov.
Spinski označevalec SPP-6 je sintetiziral dr. Stane Pajk iz Fakultete za farma-
cijo Univerze v Ljubljani. Sestavljen je iz miristinske kisline, na katero sta pripeti
še eterska in amidna skupina. Nitroksidna skupina se nahaja na hidrofilni glavi
molekule.
GluSL Stearate je spinski označevalec, pri katerem je bila na glavo stearinske
kisline dodana molekula sladkorja, na katero je pripeta nitroksidna skupina [21].
Značilnost te molekule je močno hidrofilna glava zaradi prisotnosti štirih hidroksilnih
skupin. Tenzor hiperfine sklopitve se za GluSL Stearate razlikuje od ostalih petih
uporabljenih označevalcev.
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4.3 Meritev na EPR spektrometru
Za zajem EPR spektrov preiskovanih vzorcev smo uporabljali spektrometer “Bruker
ELEXSYS E 500” (slika 4.3a), ki za delovanje uporablja mikrovalove pri frekvenci
9,32 GHz. Moč mikrovalov je pri poskusih znašala okoli 7,5 mW. Gostota magne-
tnega polja B0 se je v 1024 korakih premikala od 327 mT do 337 mT. Čas zajemanja
posameznega spektra je bil 42 sekund, tako da je spektrometer v posamezni točki
zajemal signal 41 ms. Frekvenca modulacije magnetnega polja je znašala 100 kHz,
njena amplituda pa je bila 0,15 mT. Pri vsaki meritvi posebej smo ojačili signal iz
detektorja do te mere, da smo uporabili celoten razpon analogno-digitalnega pre-
tvornika v detekcijskem sistemu.
Vzorce je bilo pred meritvijo potrebno prenesti v EPR cevko notranjega premera
1 mm (slika 4.3b). Postavitev cevke v resonator je terjala še posebno pozornost
pri vzorcih lipidnih ovojev, saj je bilo zaradi majhnega števila spinov v sistemu
potrebno zagotoviti, da je celoten vzorec v delu resonatorske votline z največjo močjo
mikrovalov (slika 4.3c). Pred vsako meritvijo je bilo resonator potrebno uglasiti na
prave parametre, da je bilo zagotovljeno optimalno zajemanje signala. Uglaševanje
resonatorja je potekalo s pomočjo programa “Bruker Xepr”. Ta program omogoča
tudi izvoz spektrov v tekstovnih datotekah, primernih za nadaljno analizo.
(a) (b) (c)
Slika 4.3: Spektrometer “Bruker ELEXSYS E 500” (a), ki je bil uporabljen pri
meritvah, se nahaja v prostorih Laboratorija za biofiziko na Inštitutu “Jožef Stefan”.
Vzorci pri meritvi spektrov EPR se morajo nahajati znotraj steklenih cevk (b), ki jih
postavimo v resonator s pomočjo večje steklene cevke (slika (c)). Črna ploščica na
kovinskem kvadru označuje del resonatorja, kjer se mora nahajati vzorec, da dobimo
največ signala na detektorju.
4.4 Računalniška obdelava meritev
Spektre EPR smo obdelali s pomočjo programskega paketa za simulacijo spektrov
EPRSIM-C [6]. Najprej je bilo potrebno za vsak spekter posebej ustvariti datoteko,
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v katero smo zapisali število spektralnih domen, njihove začetne parametre za simu-
lacijo HEO in število zagonov simulacije. V tej datoteki smo zapisali tudi morebitne
omejitve v vrednostih spektralnih parametrov in vrednosti tenzorja hiperfine sklo-
pitve, ki se za različne spinske označevalce lahko razlikuje. Tipičen čas za obdelavo
enega spektra ob 24 zagonih simulacije, 4 spektralnih domenah in 6 spektralnimi
parametri je bil približno dve uri.
Končni rezultat simulacij so bile skupine parametrov, ki v okviru modela opi-
sujejo izmerjeni spekter. V primeru, da izračunane skupine parametrov niso dobro
opisale izmerjenih spektrov, je bilo potrebno popraviti začetne pogoje simulacije. To
smo storili z omejitvijo intervala možnih vrednosti parametrov. Hkrati je bilo po-
trebno tudi paziti, da začetni pogoji niso bili preveč blizu izmerjenemu spektru, saj
tako HEO razišče le en del faznega prostora parametrov in ne najde drugih možnih
rešitev.
Za obdelavo rezultatov simulacij smo uporabili program GHOSTMaker [6], ki
na podlagi gostote rešitev v faznem prostoru parametrov določi spektralne domene.
Vsaki domeni pripiše delež signala v spektru in povprečne parametre z napako dolo-
čitve. Domene predstavi na GHOST diagramih (slika 4.4 levo), hkrati pa v tekstovno
datoteko zapiše vrednosti povprečnih parametrov domen.
Za medsebojno primerjavo izmerjenih spektrov je prikaz z GHOST diagrami
manj primeren, saj omogočajo le kvalitativni opis rezultatov simulacij. Poleg tega
diagrami prikazujejo množico informacij hkrati, medtem ko nas zanima le splošen
opis dogajanja. Zaradi tega je priročno uvesti tak parameter, ki bo iz povprečnih
vrednosti parametrov vseh domen na GHOST diagramu sposoben podati kvantita-
tivno informacijo.
Značilna kota ϑ0 in ϕ0, ki opisujeta anizotropno gibanje molekul spinskih ozna-





ki je normaliziran na največjo vrednost, ki jo lahko zavzame v izbranem modelu [7].
Prosti rotacijski prostor lahko definiramo za spinske označevalce, ki si delijo vzorec
gibanja, torej se nahajajo v isti domeni GHOST diagrama (slika 4.4 na sredini,
označeno s pripadajočimi številkami). Podaja velikost konformacijskega prostora
posamezne skupine označevalcev.
Ker Ω opisuje velikost prostora, ki je na voljo posameznemu označevalcu, je
tudi sorazmerna številu rotacijskih konformacijskih stanj, ki jih označevalec lahko
zavzame. Iz Ω lahko zato po Boltzmannovi formuli izračunamo konformacijsko en-
tropijo molekul z enakim gibalnim vzorcem
SΩ = S0 + kB ln Ω, (4.2)
kjer je S0 konstanta, ki je enaka vrednosti konformacijske entropije pri neomejenem
rotacijskem gibanju označevalcev. Ta konstanta je za vse sisteme, ki jih lahko opi-
šemo z modelom anizotropnega gibanja označevalcev, enaka, zato je pri medsebojni
primerjavi vrednosti entropij ni potrebno upoštevati.
Da dobimo povprečno konformacijsko entropijo vseh spinskih označevalcev v
vzorcu, moramo proste rotacijske prostore ustrezno sešteti
SΩ = S0 + kB
∑
i
wi ln Ωi, (4.3)
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Slika 4.4: Analiza diagrama GHOST. Vsaki izmed domen iz diagrama GHOST dolo-
čimo prosti rotacijski prostor po enačbi (4.1). Pri izračunu konformacijske entropije
(enačba (4.3)) vrednosti Ω ustrezno utežimo in jo izrazimo kot razliko entropije glede
na konstanto S0.
kjer je wi delež i-te spektralne komponente z prostim rotacijskim prostorom Ωi [7]. Z
vpeljavo povprečne rotacijske konformacijske entropije lahko iz posameznega spek-
tra po računalniški obdelavi izluščimo le en parameter, ki opiše značilno gibanje
spinskih označevalcev (slika 4.4 desno). Za potrebe tega magistrskega dela, kjer
želimo preučevati spremembe v gibanju in ureditvi lipidnih molekul v membranah,
je to ustrezen parameter za medsebojno primerjavo.
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Spektroskopsko analizo z EPR smo opravili na lipidnih ovojih okoli dveh različnih
tipov nanodelcev: nanocevk TiO2 in ogljikovih nanocevk. Kontrolne meritve smo
opravili na velikih enoplastnih lipidnih mehurčkih (LUV). Izmerjene spektre EPR
smo primerjali najprej neposredno, nato pa še z analizo pripadajočih diagramov
GHOST izračunali proste rotacijske prostore in konformacijske entropije. Pri me-
ritvah smo uporabljali šest različnih spinskih označevalcev (prikazanih na sliki 4.2)
različnih kemijskih in fizikalnih lastnosti, s katerimi smo raziskovali različne dele
lipidnih ovojev okrog nanodelcev.
5.1 Lipidni ovoji okrog nanocevk TiO2
Na sliki 5.1 so prikazani spektri EPR velikih enoplastnih mehurčkov in lipidnih ovo-
jev okoli nanocevk TiO2. Ker smo želeli opazovati spremembe v spektrih ob tvorbi
lipidnih ovojev, je bilo smiselno risati spektre enako spinsko označenih vzorcev na
isti graf. Ugotovimo lahko, da se spektri lipidnih ovojev od spektrov LUV za večino
uporabljenih označevalcev ne razlikujejo. Edini spinski označevalec, pri katerem
lahko opazimo bistveno razliko v spektrih, je GluSL Stearate.
Če želimo razumeti, zakaj se v vzorcih, označenih z GluSL Stearatom ob ovija-
nju lipidov spremeni spekter EPR, medtem ko za ostale označevalce ostane enak,
si moramo ogledati kemijsko zgradbo označevalcev in lastnosti površine nanocevk
TiO2. Površina nanocevk je namreč hidrofilna [22]. V odsotnosti nanomateriala se
v vodi iz lipidov zaradi njihove amfilifnosti tvori lipidni dvosloj. Ob dodatku na-
nocevk TiO2 je temu dvosloju na voljo dodatna površina, h kateri lipidi izpostavijo
hidrofilne glave in tako tvorijo ovoje. V neposrednem stiku z nanocevkami so sicer
le molekule iz enega sloja lipidnega ovoja, drugi sloj pa je v stiku z vodnim medijem
(slika 5.2a). Interakcijo s površino nanodelcev zato neposredno čutijo le lipidi v
notranjem sloju lipidnega dvosloja.
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Slika 5.1: Spektri EPR velikih enoplastnih mehurčkov (LUV, na sliki rdeče) in li-
pidnih ovojev okoli nanocevk TiO2 (na sliki TiO2-NC z modro) za različne spinske
označevalce. Spektri so bili posneti pri 9,32 GHz s spinskimi označevalci, ki imajo
sklopitveni faktor g ≈ 2. Gostota magnetnega polja B0 je v enotah gauss, za katere
velja 10 G = 1 mT. Amplitude odvoda absorpcije so skalirane, saj so odvisne od
ojačevanja in modulacije pri posamezni meritvi in niso absolutno primerljive. Ob
spektrih so prikazani pripadajoči spinski označevalci. Njihovi hidrofilni deli so ozna-
čeno modro, hidrofobni deli pa sivo. Z rdečo so obkrožena paramagnetna jedra, ki
so izvor signala EPR spinsko označenih vzorcev.
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Priprava lipidnih ovojev po metodi z izhlapevanjem obratne faze (podrobneje
v dodatku A) poteka tako, da najprej v raztopino lipidov in spinskih označevalcev
dodamo suspenzijo nanodelcev. Lipidni ovoji se tvorijo šele ob izhlapitvi topila. Za
vse uporabljene označevalce, z izjemo GluSL Stearata, je energijsko bolj ugodno, da
se ob tvorbi ovojev razporedijo v njihov zunanji sloj in v preostale dvosloje, ki ne
tvorijo ovojev, saj je tam njihovo gibanje manj omejeno. Velja omeniti, da je bil delež
lipidov v tovrstnih slojih večji kot delež lipidov, razporejenih v notranji sloj ovojev.
Pri eksperimentih z označevalci MeFASL in SPP-6 smo namreč uporabili dvakrat
večjo količino lipidov, kot je bila potrebna za pokritje celotne površine nanomateriala
(razmerje med specifičnima površinama Sr = 2). Posneti spektri takih vzorcev se
zato skladajo s spektri LUV, saj se membrane, kamor se razporejajo označevalci,
obnašajo podobno kot pri LUV.
Označevalec GluSL Stearate je med uporabljenimi označevalci poseben zaradi
svoje kemijske zgradbe in se od ostalih označevalcev razlikuje po štirih močno hi-
drofilnih hidroksilnih -OH skupinah, ki se nahajajo na glavi molekule. Zaradi njih
se GluSL Stearate prek specifičnih interakcij s površino nanocevk TiO2 pritrdi ob
nanomaterial. Nastajajo koordinativne vezi med atomi titana in -OH skupinami na
označevalcu [23]. Poleg tega se med med lipidnim dvoslojem in površino nanodelcev
nahajajo tudi posamezne molekule vode, s katerimi hidroksilne skupine označevalca
tvorijo vodikove vezi. Postavitev molekul GluSL Stearata blizu nanocevk TiO2, z
glavami obrnjenimi proti površini, je zato za njih energijsko ugodna, tako da se raz-
poredijo tudi v plast lipidnega ovoja ob nanomaterialu (slika 5.2b). Način priprave
lipidnih ovojev v tem primeru ne povzroči prerazporejanja označevalskih molekul v
sloje, ki niso v stiku z nanocevkami TiO2.
(a) (b)
Slika 5.2: (a) Shematski prikaz možnega stika med lipidnim dvoslojem in nanocevko
TiO2. (b) Položaj označevalskih molekul GluSL Stearate v lipidnem ovoju ob na-
nocevkah TiO2. Nitroksidni obroč je zaradi lastnosti označevalske molekule pritrjen
ob površino nanomateriala, zato je njegovo gibanje prostorsko zelo omejeno.
Pri interpretaciji spektra vzorcev, označenih z GluSL Stearatom, si pomagamo z
diagrami GHOST (slika 5.3). Iz diagramov lahko razberemo dva bistvena podatka.
Prvič, delež spektralnih domen z omejenim gibanjem molekul je pri lipidnih ovojih
zelo visok (blizu 90%). Če neposredno primerjamo deleža manj omejenih domen v
vzorcu LUV in v vzorcu lipidnih ovojev, lahko ugotovimo, da se pri lipidnih ovo-
jih večina označevalskih molekul nahaja v notranji plasti ovojev. Drugič, gibanje
molekul v notranjosti ovojev je skoraj povsem zamrznjeno. Na tej točki naletimo
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na meje našega modela za opis spektrov EPR, ki predvideva hitro gibanje ozna-
čevalcev, s katerim se njihove magnetne lastnosti časovno izpovprečijo [6]. Zaradi
omejene rotacijske difuzije se lahko spektri EPR še dodatno razširijo zaradi t.i. di-
polarne razširitve. Vpliv naštetih faktorjev na obliko spektra je podoben razširitvi
spektra zarad spin-spinske interakcije, ki pa je zaradi manjšega razmerja med lipidi
in označevalci (Nl/Ns = 50), ob razmerju specifičnih površin Sr = 1 in dejstvu, da
se večina označevalskih molekul nahaja v notranji plasti, tudi ne moremo izključiti.
(a) LUV (b) lipidni ovoji okrog TiO2
Slika 5.3: Diagrami GHOST za (a) vzorce LUV in (b) vzorce lipidnih ovojev okoli
TiO2, označenih z GluSL Stearatom. Spektralna parametra, ki opisujeta gibanje
molekul označevalcev, sta kota asimetričnega stožca ϑ0 na osi x in ϕ0 na osi y.
Spektralne domene (obkrožene s krepko črno črto), ki pripadajo prostemu gibanju
označevalcev, se nahajajo v desnem zgornjem kotu diagrama, tiste, ki pripadajo
omejenemu gibanju, pa v levem spodnjem delu. Z rdečo piko so označene povprečne
vrednosti spektralnih parametrov znotraj posamezne domene, pripadajoča številka
pa predstavlja prispevek domene v celotnem EPR spektru v procentih. Na sliki
(b) so s puščicami ponazorjene spremembe v ureditvi spektralnih domen med LUV
(označene s sivo barvo v ozadju diagrama) in lipidnimi ovoji okoli TiO2 (krepke z
barvo označene domene).
Ker vplivov naštetih dejavnikov ne moremo razklopiti, lahko na podlagi meri-
tev zaključimo, da smo z označevalcem GluSL Stearate pokazali le močan privlak
med označevalcem in površino nanomateriala, ne pa tudi med lipidnim dvoslojem
in nanomaterialom. Zaradi omejitev izbranega modela za opis spektrov tega pri-
vlaka tudi ne moremo pravilno ovrednotiti. Lahko pa vendarle zaključimo, da je
uporabljeno označevanje lipidnih ovojev občutljivo na prisotnost nanodelcev TiO2,
čeprav ni primerno za kvantitativne meritve interakcij med celičnimi membranami
in nanodelci.
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5.2 Lipidni ovoji okrog ogljikovih nanocevk
Slika 5.5 prikazuje spektre velikih enoplastnih mehurčkov (LUV) in lipidnih ovojev
okrog ogljikovih nanocevk. Spektri LUV, ki so uporabljeni za primerjavo, so enaki
kot na sliki 5.1 (primerjava z ovoji okrog nanocevk TiO2). V tem primeru so spektri
lipidnih ovojev različni od spektrov LUV za vse uporabljene označevalce. Pri vseh
spektrih lipidnih ovojev opazimo razširitve, kar nakazuje na prisotnost domen, kjer
je gibanje označevalcev omejeno.
Razlog, zakaj za ogljikove nanocevke opazimo spremembe v spektrih pri vseh
označevalcih, pri nanocevkah TiO2 pa samo za GluSL Stearate, je v hidrofobnosti
površine ogljikovih nanocevk. Za razliko od nanodelcev TiO2 se v tem primeru ob
površini tvori le monosloj lipidov. Amfifilne lipidne molekule namreč nanomaterialu
izpostavijo svoje hidrofobne repe, hidrofilne glave pa so v stiku z okolišnjim vodnim
medijem (slika 5.4a). V tem primeru vsi lipidi, ki tvorijo ovoje okrog ogljikovih
nanodelcev, neposredno čutijo interakcijo s površino nanodelcev.
Zaradi sprememb v spektrih lahko sklepamo, da se vsi označevalci razporejajo
tudi v sloj lipidov okrog ogljikovih nanocevk. To se zgodi kljub temu, da je bilo
razmerje med specifičnima površinama lipidov in nanocevk Sr = 2, torej bi se lahko
velika večina označevalcev nahajala v membranah, ki ne tvorijo ovojev, podobno kot
pri nanocevkah TiO2. Razlog za tovrstno obnašanje gre zopet iskati v načinu pri-
prave lipidnih ovojev in v lastnostih označevalskih molekul. Pri izhlapevanju obratne
faze se na površino ogljikovih nanodelcev poleg lipidov s svojimi hidrofobnimi deli
pritrjujejo tudi označevalci. Privlak med označevalci in površino je zadosti velik,
da ob formaciji lipidnih ovojev, kljub omejenemu prostorskemu gibanju, označevalci
ostanejo pritrjeni ob površino.
(a)
(b)
Slika 5.4: (a) Skica lipidnega sloja, ki tvori ovoje okoli ogljikovih nanocevk. (b) Skica
možnih položajev označevalskih molekul 13-doxyl MeFASL v lipidnem ovoju okrog
ogljikovih nanocevk. Označevalske molekule se lahko povsem (zeleno) ali deloma
(rdeče) pritrdijo na površino nanomateriala. Nekatere molekule lahko del, kjer je
pritrjen nitroksidni obroč, obrnejo proti površini ovoja (modro).
Domnevo o mehanizmu pritrjevanja označevalcev na površino ogljikovih nano-
cevk lahko potrdimo s spinskimi označevalci, sestavljenimi na osnovi maščobnih
kislin (MeFASL). Tri tovrstne molekule, ki smo jih uporabljali pri eksperimentih,
imajo nitroksidni obroč pripet na različnih mestih ogljikove verige. Ker je nitro-
ksidni obroč hidrofilen, se morajo deleži označevalcev v lipidnem ovoju med seboj
razlikovati glede na njegovo lego.
Na sliki 5.6 so prikazani diagrami GHOST za vzorce lipidnih ovojev ogljikovih
nanocevk za molekule MeFASL. Na vseh treh diagramih jasno razločimo domene,
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Slika 5.5: Spektri EPR velikih enoplastnih mehurčkov (LUV - rdeče) in lipidnih
ovojev okoli ogljikovih nanocevk (zeleno) za različne spinske označevalce.
kjer so označevalci bolj urejeni in domene, kjer je ureditev manjša. Opazimo, da je
ima označevalec 5-doxyl MeFASL največji delež spektralnih komponent z bolj ureje-
nimi molekulami izmed izbranih označevalcev. Hkrati sta tudi povprečni vrednosti
kotov ϑ0 in ϕ0 za najbolj urejeno domeno najmanjši. Najmanjši delež spektralnih
komponent z bolj urejenimi molekulami ima označevalec 13-doxyl MeFASL, med-
tem ko so deleži spektralnih komponent za 9-doxyl MeFASL nekje med ostalima
označevalcema.
Ti rezultati pričajo o dejstvu, da se delež označevalcev v lipidnem ovoju, kjer
tvorijo bolj urejene domene, spreminja z oddaljenostjo nitroksidnega obroča od hi-
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Slika 5.6: Diagrami GHOST za vzorce LUV in vzorce lipidnih ovojev okrog ogljiko-
vih nanocevk (C-NC), označenih z molekulami 5-doxyl MeFASL, 9-doxyl MeFASL
in 13-doxyl MeFASL. Novonastale domene, ki so posledica omejitev v gibanju ozna-
čevalcev v lipidnih ovojih, so obkrožene z rdečo barvo.
drofilne glave označevalca. Pri 5-doxyl MeFASLu je nitroksidni obroč bližje hidrofilni
glavi molekule in manj vpliva na hidrofobnost repa in s tem na lepljenje označevalca
na površino nanomateriala. Pri 9-doxyl in 13-doxyl MeFASLu je nitroksidni obroč
pritrjen nižje na hidrofobni ogljikovi verigi molekule, zato je rep molekule manj hi-
drofoben, kar zmanjša delež pritrjenih označevalcev na ogljikovih nanocevkah. Lega
nitroksidnega obroča pri 13-doxyl MeFASLu povzroča tudi obračanje dela molekule
z obročem proti površini lipidnega ovoja (angl. snorkeling effect) [24], skiciran z
molekulo modre barve na sliki 5.4b. V tem pojavu gre najbrž iskati razlog večjih
povprečnih kotov ϑ0 in ϕ0, saj nitroksidni obroč, ki poroča o gibanju molekule, ob
obračanju molekule proti površini lipidnega ovoja ni tako močno pritrjen ob površino
nanocevk.
Ob podrobnejšem ogledu diagramov GHOST za vzorce lipidnih ovojev s slike 5.6
opazimo, da je povprečna vrednost ϑ0 za bolj urejene domene okoli dva- do trikrat
večja kot povprečna vrednost ϕ0. To pomeni, da je gibanje označevalcev okoli dolge
osi molekule veliko bolj omejeno kot opletanje dolge osi same na mestu nitroksida.
Taka omejitev v gibanju označevalcev lahko nastane, ko se molekule pritrdijo na
površino nanomateriala vzdolž hidrofobnih repov (slika 5.4b). Med dolgimi ogljiko-
vimi verigami molekul označevalcev in površino torej obstaja močan privlak, ki pa
vseeno omogoča zaznavanje gibanja okolišnjih lipidnih molekul prek parametra ϑ0.
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O načinu pritrjevanja lipidnih molekul na površino ogljikovih nanocevk nam
lahko nekaj informacij poda diagram GHOST za vzorec lipidnih ovojev, označen z 5-
doxyl PCSL (slika 5.7), saj ima ta označevalec podobno strukturno obliko kot lipidi,
ki sestavljajo ovoj. Opazimo, da se pri tvorbi lipidnih ovojev tudi v tem primeru
urejenost molekul poveča, vendar ne tako izrazito kot pri MeFASLih. Povprečni
vrednosti kotov, ki opisujeta gibanje, sta večji. Vrtenje nitroksidnega obroča, ki
ga opiše kot ϕ0, v tem primeru ni tako zelo omejeno. To priča o šibkejši pritrditvi
označevalca v primerjavi z molekulami MeFASL. Zaradi podobnosti molekul sledi, da
se tudi lipidne molekule ne prilepijo na površino tako močno, kot to storijo MeFASLi.
Za zaznavanje interakcij med tovrstnimi nanodelci in membranami je 5-doxyl PCSL
torej primernejši od ostalih označevalcev. Njegova težava je bila predvsem v tem,
da so tako označeni vzorci lipidnih ovojev imeli primerjalno slabše razmerje med
signalom in šumom.
(a) LUV (b) lipidni ovoji okrog C-NC
Slika 5.7: Diagrami GHOST za vzorce LUV in vzorce lipidnih ovojev okoli ogljikovih
nanodelcev, označenih z 5-doxyl PCSL.
Na razširitve spektrov s slike 5.5 poleg omejenosti gibanja označevalskih molekul
vplivajo tudi spin-spinske interakcije. Tem se zaradi načina priprave vzorcev nismo
mogli izogniti. Zaradi lepljenja ogljikovih nanodelcev na steklene površine jih na-
mreč težko v celoti prenesemo v EPR cevko. Da smo zagotovili zadostni signal na
spektrometru, smo zato morali dodati dovolj spinskih označevalcev (Nl/Ns = 50).
Kljub temu efekt sklopitvenih interakcij ni tako močan, kot v primeru lipidnih ovo-
jev okrog nanocevk TiO2, označenih z GluSL Stearatom (slika 5.3). Na gibanje
pritrjenih označevalcev v primeru ogljikovih nanocevk vplivajo okolišnje molekule
lipidov, saj so označevalci v bolj omejenih domenah še vedno delno gibljivi. Zato
lahko trdimo, da sta uporabljena metoda označevanja lipidnih ovojev in model za
opis spektrov primerna za analizo interakcij med membranami in nanodelci, ki so
podobni ogljikovim nanocevkam.
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5.3 Določevanje konformacijske entropije
Celotno meritev, od priprave vzorca do računalniške analize (opisano v poglavju 4),
smo za vsakega izmed 18 vzorcev ponovili dva- do petkrat. S tem smo se prepričali,
da ob enakem postopku vedno dobimo podobne rezultate. Za lažjo medsebojno
primerjavo vzorcev smo povprečne vrednosti parametrov ϑ0 in ϕ0 iz diagramov
GHOST preračunali v en sam parameter - konformacijsko entropijo SΩ. Prera-
čun je podrobneje opisan v razdelku 4.4. Zaradi nedoločenosti vrednosti entropije
S0, ki predstavlja prosto gibanje označevalcev, smo vse vrednosti entropije na gra-
fih predstavili kot razliko SΩ − S0. Razlika entropij SΩ − S0 je navzgor omejena
z 0 (vrednost ustreza prostemu gibanju), navzdol pa teoretično ni omejena. Ker
uporabljeni spektralni model predpostavlja hitro gibanje lipidov in označevalcev, je
opis s konformacijsko entropijo dober, dokler velja SΩ − S0 > −3 kB [7]. Manjše
vrednosti so namreč lahko rezultat počasnega gibanja molekul, ki pa je seveda tudi
močno rotacijsko omejeno. V tem primeru bi morali za kvantitativno natančnejši
opis uporabiti drugačen spektralni model, ki tak način gibanja upošteva.
Slika 5.8 na grafih skupaj združuje vzorce za enake spinske označevalce, kar
omogoča lažjo primerjavo med LUV in nanomateriali. Opazimo podobne značilnosti,
kot smo jih ugotovili že s primerjavo spektrov in analizo diagramov GHOST. Pri
tvorbi lipidnih ovojev okrog nanocevk TiO2 se SΩ−S0 glede na vrednosti za vzorce
LUV ne spremeni, razen za označevalec GluSL Stearate. Vrednosti konformacijske
entropije se zmanjšajo pri tvorbi lipidnih ovojev okoli ogljikovih nanocevk za vse
označevalce. Zanimivo je, da je za GluSL Stearate SΩ − S0 večji pri ovojih okoli
ogljikovih nanocevk kot pri ovojih okoli nanocevk TiO2. Sklepamo, da je privlačna
interakcija med hidrofilno površino TiO2 in glavo označevalca torej močnejša od
tiste med hidrofobno površino ogljika in repom označevalca.
Pri označevalcih tipa MeFASL opazimo, da se vrednosti SΩ − S0 za ovoje okoli
ogljikovih nanocevk razlikujejo. Največje vrednosti – torej najmanjšo urejenost –
dosega označevalec 13-doxyl MeFASL, ki ima nitroksidni obroč pripet nižje na oglji-
kovi verigi (glede na glavo molekule). Do podobnih ugotovitev smo prišli pri analizi
diagramov GHOST, kjer smo za ta označevalec opazili manjši delež bolj urejenih
domen. Tudi za vzorce LUV in nanocevke TiO2 13-doxyl MeFASL izkazuje večje
vrednosti konformacijske entropije glede na ostale označevalce. To gre zopet pripi-
sat legi nitroksidnega obroča, ki očitno zaznava gibanje dela membrane z manjšo
prostorsko urejenostjo.
Podobne vrednosti SΩ − S0 za vzorce LUV in nanodelce TiO2 lahko ugotovimo
tudi za označevalec SPP-6. Lega nitroksidnega obroča je v tem primeru sicer dru-
gačna, kot pri 13-doxyl MeFASLu, vendar se molekula v membrano uredi na takšen
način, da se obroč giblje skoraj povsem prosto. Verjetno je, da se označevalske mo-
lekule nahajajo samo v zunanjem sloju lipidnega ovoja in v prostih veziklih. Kljub
podobnosti z označevalcem GluSL Stearate pri SPP-6 ne opazimo pritrjevanja mo-
lekule na površino hidrofilnega materiala TiO2 nanocevk. Za tovrstno obnašanje
sta možni dve razlagi. Označevalec SPP-6 ne čuti specifičnih interakcij s površino
nanomateriala, medtem ko specifične interakcije med GluSL Stearatom in nanocev-
kami TiO2 obstajajo. Druga možnost je, da na pritrjevanje vpliva število vodikovih
vezi, ki jih lahko tvorijo atomi v glavi posameznega označevalca. GluSL Stearate
ima namreč več takih atomov kot SPP-6. Na razlike v SΩ−S0 vpliva tudi mobilnost




























































Slika 5.8: Izračuni konformacijskih entropij na posameznih grafih za spinske označe-
valce pripadajo trem tipom vzorcev - velikim enoplastnim mehurčkom (LUV - rdeče),
lipidnim ovojem okrog nanocevk TiO2 (modro) in lipidnim ovojem okrog ogljikovih
nanocevk (C-NC - zeleno). Navpična dimenzija stolpcev predstavlja negotovost
SΩ − S0. Nedoločenost smo izračunali s pomočjo podatkov o širini porazdelitve ϑ0
in ϕ0 in njunih napak iz računalniške analize spektrov.
kot vezi v GluSL Stearatu. Visoka konformacijska entropija označevalcev SPP-6 za
lipidne ovoje okrog ogljikovih nanodelcev govori o tem, da se SPP-6 ne razporeja v
lipidne ovoje. To je lahko povezano z dolžino repa označevalca, ki je krajši kot pri
ostalih uporabljenih molekulah. Hidrofobna interakcija med repom in površino je
zato šibkejša.
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Za označevalec 5-doxyl PCSL so vrednosti SΩ − S0 za vzorce LUV in nanodelce
TiO2 manjše, kot pri ostalih označevalcih, z izjemo GluSL Sterata v ovojih okoli
TiO2. Označevalec je osnovan na fosfolipidni molekuli, zato je njegova gibljivost
v membrani manjša. Velikost spremembe konformacijske entropije pri tvorbi lipi-
dnih ovojev okoli ogljikovih nanodelcev je primerljiva s spremembo za označevalce
MeFASL, a je napaka določitve SΩ − S0 zaradi večjega šuma v izmerjenih spektrih
večja.
Ugotovitve iz rezultatov, zbranih v tem magistrskem delu, smo povzeli v ta-
beli 5.1. Posameznim spinskim označevalcem smo pripisali občutljivost za zaznava-
nje lipidnih ovojev okrog nanodelcev, ki jo dosežemo z uporabljeno metodo. Ome-
njena občutljivost je kvalitativna mera, ki povzema ugotovitve analize spektrov,
opisane v tem poglavju. Večja kot je razlika med konformacijskima entropijama
vzorcev LUV in lipidnih ovojev okrog nanodelcev, večja je občutljivost označevalca
na ovijanje.
Tabela 5.1: Občutljivosti spinskih označevalcev na zaznavanje lipidnih ovojev okoli
nanocevk TiO2 in ogljikovih nanocevk.
označevalec nanocevke TiO2 ogljikove nanocevke
5-doxyl MeFASL / velika
9-doxyl MeFASL / velika
13-doxyl MeFASL / srednja
SPP-6 / /
5-doxyl PCSL / srednja






V tem delu smo razvili metodo priprave in spinskega označevanja lipidnih ovojev
okrog nanodelcev za spektroskopijo EPR. Metodo smo preizkusili na dveh tipih na-
nodelcev: nanocevkah TiO2 in ogljikovih nanocevkah. Uporabili smo šest različnih
spinskih označevalcev, izmerili spektre EPR, rezultate analizirali in medsebojno pri-
merjali. Tako smo lahko ugotovili, katere spinske označevalce je potrebno uporabiti
za posamezen tip nanomateriala in kakšna je njihova občutljivost na ovijanje lipidov
okrog nanodelcev.
Pri lipidnih ovojih okrog nanocevk TiO2 smo ugotovili, da je izmed izbranih ozna-
čevalcev za zaznavanje interakcije uporaben edino GluSL Stearate, ki se od ostalih
razlikuje po štirih močno hidrofilnih hidroksilnih skupinah na glavi molekule. Na
podlagi analize spektra ovojev, označenih z GluSL Stearatom, smo sklepali, da se
molekule označevalca pritrjujejo ob površino nanomateriala. Pri ostalih označevalcih
sprememb v spektru v primerjavi s spektri vzorcev LUV nismo opazili. Pritrjeva-
nje označevalskih molekul samo po sebi še ne kaže na prisotnost lipidnih molekul
ob površini nanocevk. Gibanje nitroksidne skupine, na podlagi katere sklepamo o
dinamiki okolišnjih lipidov, je namreč zelo omejeno in nam zato poda nepopolne in-
formacije o preiskovanem sistemu. Ker pa je bila molekularna bližina med nanodelci
in lipidi že dokazana v drugih raziskavah [3], trdimo, da so spremembe v spektrih
vzorcev lipidnih ovojev, označenih z GluSL Stearatom, deloma tudi dejanska posle-
dica ovijanja lipidnih dvoslojev.
Pripadajoča konformacijska entropija je bila izračunana ob predpostavki hitrega
gibanja spinskih označevalcev, ki pa v tem primeru ne drži povsem zaradi položaja
nitroksidne skupine tik ob površini nanomateriala. Rezultat bi bilo mogoče izbolj-
šati s sintezo spinskih označevalcev, ki se podobno kot GluSL Stearate pritrjujejo na
površino nanocevk TiO2, a z drugačnim položajem nitroksidne skupine. Parama-
gnetni center bi pritrdili na hidrofobni rep novega označevalca, tako da bi poročal o
gibanju molekul lipidnega sloja, ki se nahajajo ob nanomaterialu in hkrati ne bi imel
težav z omejitvijo gibanja zaradi bližine površine. Analiza tako označenih lipidnih
ovojev bi podala tudi uporabne kvantitativne rezultate.
Spinsko označevanje vzorcev lipidnih ovojev okoli ogljikovih nanocevk je bilo za-
radi njihove hidrofobnosti uspešnejše. Označevalske molekule se zaradi hidrofobne
interakcije pritrjujejo na površino nanomateriala, hkrati pa je gibljivost njihovih
nitroksidnih paramagnetnih centrov zadostna, da lahko analiziramo obnašanje oko-
lišnjih lipidnih molekul. Ugotovili smo, da se izračunane konformacijske entropije
razlikujejo glede na vrsto označevalske molekule in položaj nitroksida. Za vse upo-
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Poglavje 6. Razprava in zaključek
rabljene označevalce, razen za SPP-6, smo v takih vzorcih lipidni ovojev ugotovili
zmanjšanje konformacijske entropije v primerjavi z vzorci LUV. To kaže na večjo
urejenost lipidov v prisotnosti ogljikovih nanocevk. Izračunane vrednosti konfor-
macijske entropije SΩ − S0 so merilo za jakost interakcije med lipidi in tovrstnim
nanomaterialom. Močnejša kot je interakcija, večje je namreč urejanje in posledično
manjša SΩ − S0.
Pri izračunu konformacijske entropije je nekaj informacije sicer izgubljene, saj
ob prisotnosti večih spektralnih domen z različnmi prispevki v celotnem spektru
zajamemo le neko povprečno vrednost. Pri meritvah običajno dobimo vsaj dve do-
meni, ki nista nujno jasno razločljivi. Prva pripada signalu označevalcev iz lipidnih
ovojev, druga pa označevalcem iz preostalih lipidnih dvoslojev, ki ovojev niso tvorili.
Če bi imeli zanesljiv način izločanja preostalega signala, bi konformacijske entropije
lipidnih ovojev sami lahko določili natančneje. Poudariti velja tudi, da je konforma-
cijska entropija, kot je definirana v tem magistrskem delu, le orodje za predstavitev
rotacijskih prostorov paramagnetnega centra Ω in daje o sistemu le delno sliko [7, 10].
Vsekakor pa je uvedena količina uporabna pri medsebojni primerjavi rezultatov in
nam poda osnovno predstavo o dogajanju v preučevanih sistemih.
Pokazali smo, da je spektroskopija EPR eden izmed možnih načinov zaznavanja
lipidnih ovojev okrog nanodelcev. Eksperimenti pričajo o tem, da je zelo pomembna
izbira pravih spinskih označevalcev glede na nanomaterial, okoli katerega se tvorijo
ovoji. Osrednja ugotovitev raziskave je odvisnost uspešnosti zaznave ovijanja od
hidrofilnosti oziroma hidrofobnosti nanomateriala. Pri tvorbi lipidnih ovojev okrog
hidrofilnih nanocevk TiO2 smo namreč spremembo v urejanju zaznali le za označe-
valec GluSL Stearate, ki se od ostalih označevalcev razlikuje po kemijski zgradbi.
Detekcija lipidnih ovojev okrog ogljikovih nanocevk je možna z vsemi uporablje-
nimi označevalci. V tem primeru se izračunana konformacijska entropija razlikuje
med označevalci zaradi različne kemijske zgradbe označevalcev. Izsledki raziskave bi
lahko pomagali pri načrtovanju podobnih eksperimentov z drugimi nanomateriali.
Konformacijsko entropijo bi lahko uporabili kot merilo za njihovo medsebojno pri-
merjavo. Če bi uspeli dokazati neposredno povezavo med urejanjem lipidov okrog
nanodelcev in njihovimi neželenimi učinki na biološke organizme, pa bi spektrosko-
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A.1 Protokol za pripravo lipidnih ovojev okoli nano-
delcev z RPE
A.1.1 Namen
Cilj protokola je priprava lipidnih ovojev okoli nanodelcev, ki so označeni s spinskimi
označevalci.
A.1.2 Metoda
Metoda priprave lipidnih ovojev okoli nanodelcev je izhlapevanje obratne faze (re-
verse phase evaporation - RPE).
A.1.3 Materiali
Materiali, ki so potrebni za pripravo:
• mešanica diizopropil etra in kloroforma v razmerju 1:1,
• vodna kopel s sonikatorjem,
• lipidi (DOPC, DPPG, . . . ), raztopljeni v mešanici kloroforma in metanola v
razmerju 7:3 s koncentracijami med 1 in 10 mg/mL,
• spinski označevalci, raztopljeni v etanolu,
• suspenzija nanodelcev v izbranem topilu,
• 100 mL steklena bučka z okroglim dnom,
• rotacijski izparjevalnik “Büchi Rotavapor R-200”,
• topilo za raztopino lipidnih ovojev (bikarbonatni pufer).
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Dodatek A. Protokoli priprave vzorcev
A.1.4 Priprava
• V okroglo bučko daj raztopine lipidov in spinskih označevalcev v izbranem
razmerju in volumnih.
• Postavi bučko na rotacijski izparjevalnik in nastavi vrtenje bučke na okoli 50
obratov na minuto ter tlak na 15 mbar.
• Po 15 minutah izklopi izparjevalnik in v bučko dodaj 4 mL mešanice kloroforma
in diizopropil etra.
• V bučko dodaj 1 mL suspenzije nanodelcev, običajno v pufru pri koncentraciji
1 mg/mL.
• Bučko soniciraj v vodni kopeli približno dve minuti, da se nanodelci razporedijo
po volumnu topila.
• Postavi bučko na izparjevalnik pod enakimi pogoji kot prej.
• Opazuj nastajanje faze tekočine, ki je podobna gelu. Če pri postopku nastajajo
mehurčki, vej̧i od 1 cm, previdno sprosti vakuum in nadaljuj z izhlapevanjem.
• Po 10-20 min vzorec v bučki postane v celoti prosojen. Potrebno je počakati
še okoli 30 min, da organsko topilo v celoti izhlapi. Po potrebi (če je v bučki
manj kot 200 µL tekočine) je potrebno dodati še nekaj topila za raztopino
lipidnih ovojev (od 0,5 do 1 mL).
A.1.5 Rezultat
Od 0,5 mL do 1 mL raztopine nanodelcev z lipidnim ovoji v izbranem topilu.
A.2 Protokol za pripravo velikih enoplastnih mehurč-
kov z RPE
A.2.1 Namen
Cilj protokola je priprava velikih enoplastnih mehurčkov (large unilamellar vesicles
- LUV), označenih s spinskimi označevalci.
A.2.2 Metoda
Metoda priprave velikih enoplastnih mehurčkov je izhlapevanje obratne faze (reverse
phase evaporation - RPE).
A.2.3 Materiali
Materiali, ki so potrebni za pripravo:
• mešanica diizopropil etra in kloroforma v razmerju 1:1,
• vodna kopel s sonikatorjem,
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A.2. Protokol za pripravo velikih enoplastnih mehurčkov z RPE
• lipidi (DOPC, DPPG, . . . ), raztopljeni v mešanici kloroforma in metanola v
razmerju 7:3 s koncentracijami med 1 in 10 mg/mL,
• spinski označevalci, raztopljeni v etanolu,
• 100 mL steklena bučka z okroglim dnom,
• rotacijski izparjevalnik “Büchi Rotavapor R-200”,
• topilo za raztopino mehurčkov (bikarbonatni pufer).
A.2.4 Priprava
• V okroglo bučko daj raztopine lipidov in spinskih označevalcev v izbranem
razmerju in volumnih.
• Postavi bučko na rotacijski izparjevalnik in nastavi vrtenje bučke na okoli 50
obratov na minuto ter tlak na 15 mbar.
• Po 15 minutah izklopi izparjevalnik in v bučko dodaj 4 mL mešanice kloroforma
in diizopropil etra.
• V bučko dodaj 1 mL izbranega topila, ki je običajno bikarbonatni pufer.
• Bučko soniciraj v vodni kopeli približno dve minuti, da se nanodelci razporedijo
po volumnu topila.
• Postavi bučko na izparjevalnik pod enakimi pogoji kot prej.
• Opazuj nastajanje faze tekočine, ki je podobna gelu. Če pri postopku nastajajo
mehurčki, večji od 1 cm, previdno sprosti vakuum in nadaljuj z izhlapevanjem.
• Po 15-30 min vzorec v bučki postane v celoti prosojen. Potrebno je počakati
še okoli 30 min, da organsko topilo v celoti izhlapi. Po potrebi (če je v bučki
manj kot 200 µL tekočine) je potrebno dodati še nekaj topila za raztopino
lipidnih mehurčkov (od 0,5 do 1 mL).
A.2.5 Rezultat
Od 0,5 mL do 1 mL raztopine LUV, označenih s spinskimi označevalci.
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